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要旨 

 水圏環境下では、CO2固定酵素 ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase

（Rubisco）の基質となる CO2の拡散速度が大気中に比べて低く、藻類は CO2欠乏スト

レスに曝される。CO2欠乏ストレス環境下でも光合成を維持するために、藻類は無機

炭素（CO2と HCO3
–）を細胞内に輸送し、Rubisco周囲に CO2を濃縮する CO2濃縮機構

（CO2-concentrating mechanism; CCM）を持つ。CCMは光存在下かつ CO2欠乏条件で誘

導され、それと同時に葉緑体ストロマ中で Rubiscoが集積したピレノイドが発達し、

その周囲にデンプン鞘が形成される。さらに、緑藻クラミドモナスでは、β型炭酸脱

水酵素と推定されているタンパク質 Low-CO2 inducible protein B（LCIB）が、葉緑体ス

トロマからピレノイド周囲に移動する。LCIBはピレノイドから漏出する CO2のリサ

イクルに関わると考えられているが、そのピレノイドへの局在化に必要な因子は明ら

かにされていなかった。本研究では、LCIBがピレノイド周囲に局在化するために必要

な環境条件ならびに新規因子を明らかにすることを目的とした。 

 通気する空気中の CO2濃度、pH条件、培地中の溶存無機炭素濃度、ならびに光照射

条件を検討したところ、LCIBがピレノイド周囲に局在変化するために、培地中の溶存

全無機炭素濃度や溶存 HCO3
–濃度の低下ではなく、溶存 CO2濃度が 7 µM未満に低下

する超低 CO2条件が必要であることが判明した。また、LCIBがピレノイド周囲へ局

在化するためにはタンパク質の新規合成は必要なく、LCIB自身が葉緑体内を移動する

ことが示唆された。 

 従来は LCIBのピレノイド周囲への移動は光と光合成を介した制御を受けると考え

られていたが、細胞を超低 CO2条件かつ光照射後に暗所または光合成電子伝達阻害剤

添加条件に移しても、溶存 CO2濃度が 7 µM未満に低下すれば LCIBの移動が起こるこ

とから、LCIBの移動に光照射が必須ではなく、超低 CO2条件かつ光照射時において

蓄積する何らかの因子が存在する可能性が示唆された。 

 次に、超低 CO2条件において LCIBが分散する局在異常株 4-D1を単離した。この変

異株では、タグ遺伝子の挿入変異によりデンプン合成酵素イソアミラーゼ 1（ISA1）

が欠損し、ピレノイドの周囲のデンプン鞘が形成されなかった。4-D1株において、

LCIBはピレノイド周囲への集合が遅延し、さらに葉緑体基底側に異常凝集した。さら



に 4-D1株は、超低 CO2条件における生育の遅延、光合成における無機炭素に対する

親和性の低下、ならびに細胞膜局在型の HCO3
–輸送体の蓄積レベルの低下を示した。

デンプン合成に関わるα-1,4グルカノトランスフェラーゼの変異株 sat11-1もデンプン

鞘を欠損し、4-D1株と同様の表現型を示した。 

 以上の結果から、LCIBのピレノイド周囲への移動が溶存 CO2濃度の低下に依存す

ること、これまで役割が明確でなかったピレノイド周囲に形成されるデンプン鞘が、

LCIBのピレノイド周囲への局在化と、CCMの駆動に伴う超低 CO2条件における無機

炭素親和性の維持に必要であることを示した。 

  



略語表 
ABC 

 

Adenosine triphosphate-binding cassette 
ADP Adenosine diphosphate 
CA Carbonic anhydrase 
CAM Crassulacean acid metabolism 
CCM CO2-concentrating mechanism 
Chl Chlorophyll 
CHX Cycloheximide 
Ci Inorganic carbon 
CV Coefficient of variation 
DCMU 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea 
DIC Differential interference contrast  
FCCP Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone 
HC High-CO2  
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HLA3 High-light activated 3 
HSP70A Heat shock protein 70A 
K0.5 (Ci) Inorganic carbon concentration required for half-maximal rate of O2-evolution 
LC Low-CO2  
LCI Low-CO2-inducible 
MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 
MOPS 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 
mt Mating type 
OD Optical density 
PBS Phosphate-buffered saline 
PGA Phosphoglycerate 
PVDF Polyvinylidene difluoride 
qRT-PCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
Rubisco Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
RbcL Rubisco large subunit 
RBCS2 Rubisco small subunit 2 
RuBP Ribulose-1,5-bisphosphate  
TAP Tris-acetate-phosphate 
TAIL-PCR Thermal asymmetric interlaced polymerase chain reaction 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
UTR Untranslated region 
VLC Very low-CO2 
Vmax Maximum rate of photosynthetic oxygen evolution 
WT Wild-type 
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序論 
1. 光合成生物の CO2欠乏ストレス応答 
 光合成生物は、光エネルギーを化学エネルギーへと変換し、大気中の CO2 を固定す

る。光合成に影響を与える環境要因として、光の強さ・波長、CO2濃度、温度、水の供

給などが挙げられる。自然界ではこれらの要因は常に変動するため、藻類や陸上植物は

生息する環境要因の変化に応答して光合成を最適化する必要がある。 

光合成の炭酸固定で働く CO2固定酵素 ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase

（Rubisco）は、無機炭素（Ci; CO2, HCO3
－, CO3

2－）のうち CO2のみを基質とするため、

CO2 を細胞内に取り込む過程は光合成の律速となる要因の一つである。陸上植物では、

気孔の開閉により葉内への CO2の取り込み量を調節し（Engineer et al., 2016）、さらにア

クアポリンが細胞膜を介した CO2の受動輸送を促進する（Uehlein et al., 2003; Hanba et 

al., 2004）。また C4植物、CAM植物および藻類は、CO2欠乏ストレス環境下でも効率的

な CO2固定を行うために CO2濃縮機構（CO2-concentrating mechanism; CCM）を持つ。

CCM とは、Rubisco 周囲の CO2濃度を上昇させることで高効率な CO2固定を行い、光

合成における Ciへの親和性を上昇させる生理学的な現象を指す。C4植物は、葉肉細胞

に取り込まれた CO2をオキサロ酢酸などの C4化合物に変換し、維管束鞘細胞で C4化合

物から CO2を遊離することで Rubisco近傍に CO2を濃縮する。CAM植物は、夜間に CO2

をオキサロ酢酸などの C4化合物として固定し、昼間に C4化合物から CO2を遊離してカ

ルビン・ベンソン回路に供給する。一方、水中に生息する藻類は、C4植物や CAM植物

とは異なる CCMを進化的に獲得した。 

 
2. 水圏環境における藻類の CO2濃縮機構 

藻類が生息する水圏環境では、CO2の拡散速度は大気中における拡散速度の約 10,000

分の 1と低く（Jones et al., 1992）、中性からアルカリ性の条件では、CO2は水と反応し

て主に重炭酸イオン（HCO3
–）の形で多く存在する。そのため、水圏環境では Rubiscoへ

の CO2供給が制限され、藻類はしばしば CO2欠乏ストレスに曝される。藻類は、Ci 輸

送体および炭酸脱水酵素によって細胞外から Ci を直接細胞内に能動的に取り込む生物

物理的な CCM を持つ。藻類が CCM を持つことは、約 40 年前に緑藻クラミドモナス
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Chlamydomonas reinhardtii（Badger et al., 1980）、緑藻クロレラ Chlorella vulgaris（Hogetsu 

and Miyachi, 1977）、シアノバクテリア Anabaena variabilis（Kaplan et al., 1980）を用いて

生理学的に示された。例えば、3–5%程度の高濃度の CO2を含む空気を通気する条件で

これらの微細藻を生育させた場合は、光合成における Ciに対する細胞の親和性は低い。

しかし、大気レベル（0.04 %）の低濃度の CO2を含む空気を通気する条件で生育させた

場合では、細胞は CCMを誘導し、CO2が欠乏しているにも関わらず Ciに対して高い親

和性を示し、効率的な光合成を行う。 

藻類の CCMでは、CO2欠乏条件下で誘導される Ci輸送体によって細胞内に Ciが能

動的に輸送され、細胞内に高濃度の Ciプールを形成する。Ciプールの Ci濃度は種によ

って差はあるが、細胞外 Ci濃度の数倍から数千倍に達する（Badger et al. 1998）。Ciプ

ールの形成には、CO2を濃縮する場として発達する Rubiscoが集積した細胞内構造が重

要である。シアノバクテリアでは細胞質に発達するカルボキシソーム（Cameron et al., 

2013）、真核藻類では葉緑体内に発達するピレノイドがその機能を担う（Bagder et al., 

1998; Meyer et al., 2017）。Rubiscoは、Ribulose-1,5-bisphosphate（RuBP）に CO2を結合し

て 3-phosphoglycerate（3-PGA）を生成するカルボキシラーゼ反応だけでなく、RuBPに

O2を結合して 2- phosphoglycerate（2-PGA）を生成するオキシゲナーゼ反応も触媒する。

カルボキシラーゼ反応とオキシゲナーゼ反応は、Rubisco の同じ活性中心で競合的に起

こるため、水中の CO2欠乏環境では Rubiscoの触媒反応はオキシゲナーゼ反応に傾きや

すくなる。藻類の CCMでは、カルボキシソームおよびピレノイド内部の CO2濃度を高

めることで、オキシゲナーゼ反応を抑制し、炭酸固定を効率的に行う（Raven et al., 2003）。

カルボキシソームはα型とβ型の 2 種類に分類され、それぞれ CCM に貢献する（Rae 

et al., 2013; Kerfeld and Melnicki, 2016）。カルボキシソームの内部には Rubisco および

HCO3
–を CO2へと変換するβ型炭酸脱水酵素が含まれている。カルボキシソームは主に、

シェルタンパク質である CcmK2、CcmK3および CcmK4と、Rubiscoとシェルタンパク

質のリンカータンパク質として機能する CcmMおよび CcmNによって構成される二十

面体のシェル構造によって囲まれている（Kerfeld et al., 2005）。カルボキシソームの規

則的なシェル構造は CO2の漏出を防ぐ物理的なバリアとして機能し、さらに Rubiscoの

基質となる Ci や生成物を選択的に通過させることで酵素反応を促進すると考えられて
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いる（Yeated et al., 2010; Bobik et al., 2015）。シアノバクテリアが持つ CCM構成因子は

真核藻類には保存されていないことから、進化上の CCMの獲得は、約 4.5億年前に始

まった陸上植物の繁茂による急激な大気組成の変化（O2濃度の上昇とCO2濃度の減少）

に適応するために独立して生じたと考えられている（Raven, 1997）。 

 真核藻類における CCMの研究は、緑藻クラミドモナスを用いてその分子機構につい

て多くの知見が蓄積されている。クラミドモナスはゲノム情報が解読されていること

（Merchant et al., 2007）、形質転換系が確立されていること（Shimogawara et al., 1998; 

Yamano et al., 2013）、大規模挿入変異株ライブラリーやゲノム編集などの分子遺伝学的

ツールが整備されていること（Jinkerson et al., 2015; Li et al., 2016; Greiner et al., 2017）、

四分子解析を用いた遺伝解析が可能であることなどの理由から（Dutcher, 1995）、モデル

生物として広く用いられている。クラミドモナスは光合成で固定した炭素を用いて生育

する光独立栄養条件と、培地中の酢酸を有機炭素として資化する従属栄養条件（Sager 

and Granick, 1953）、さらにそれらを組み合わせた混合栄養条件において生育が可能であ

る。特に、従属栄養条件では光合成遺伝子に欠損がある変異株の培養も可能となるため、

クラミドモナスは光合成研究に広く用いられている（Harris, 1989）。 

大気レベルの 0.04% CO2を通気したクラミドモナスは CCM を誘導し、5% CO2通気

条件に順化した細胞より光合成における Ciへの親和性が上昇する（Badger et al., 1980; 

Jordan and Ogren, 1981; Spalding et al., 1983; Moroney and Tolbert, 1985）。これ以降は、0.04% 

CO2通気条件を低 CO2（low-CO2; LC）条件、5% CO2通気条件を高 CO2（high-CO2; HC）

条件と呼ぶ。 

これまでに、HC条件と LC条件における網羅的なトランスクリプトーム解析（Miura 

et al., 2004; Wang et al., 2005; Yamano et al., 2008; Yamano and Fukuzawa, 2009; Fang et al., 

2012）、HC条件では生育できるが LC条件では致死あるいは生育が遅延する HC要求性

変異株の解析（Fukuzawa et al., 1998; Wang et al., 2014; Wang et al., 2016; Itakura et al., 2019）、

ピレノイドのプロテオーム解析（Mackinder et al., 2016）から、CCMに関わる HCO3
–輸

送体、炭酸脱水酵素、制御因子、ピレノイドの構成因子が同定されてきた。 

また、CCMは光と CO2濃度だけでなく、概日リズムによっても制御される（Marcus 

et al., 1986）。CCM関連因子の遺伝子発現は、明期に入る直前の暗期に上昇することや
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（Mitchell et al., 2014）、暗期から明期に移したとき、Rubiscoと炭酸脱水酵素 CAH3な

どがピレノイドへ局在する割合が上昇することが示されている（Mitchell et al., 2014; 

Tirumani et al., 2014）。 

 

3. ピレノイド 
 真核藻類は、葉緑体の中に鮮明な顆粒として観察されるピレノイドを形成する

（pyrenoid: ギリシャ語で pyren: 果実の核、eidos: 形）。ピレノイドは、1882年に Schmitz

によって命名され（Schmitz, 1882）、多くの真核藻類に存在する。ピレノイドの有無、位

置、形状や数は同一種内で安定しているため、ピレノイドの形態は藻類の分類学的指標

として用いられる。陸上植物は一般的に葉緑体中にピレノイドを持たないため、ピレノ

イドは植物の陸上化に伴って消失したと考えられている。唯一の例外として、陸上植物

のツノゴケ類の一部がピレノイドを有しており、CCMを持つ（Smith and Griffiths, 1996）。 

 淡水性の単細胞緑藻クラミドモナスは、細胞側面に光受容装置である眼点を、細胞前

端に遊泳に必要な 2本の鞭毛を有している（図 1-1A）。細胞内にカップ状の葉緑体を持

ち、その内部には 1 個のピレノイドを形成し、その構造は環境変化に応じて変化する。

クラミドモナスを HC 条件から LC 条件に移すと、CCM の誘導に伴い、ピレノイドの

サイズが増大する（Kuchitsu et al., 1991; Fukuzawa et al., 2001）。HC条件では全 Rubisco

の約 40％がピレノイドに局在しているが、LC条件では全 Rubiscoの約 90％がピレノイ

ドに局在する（Borkhsenious et al., 1998）。また、ピレノイドは Rubiscoが結晶状に集積

した固い構造であると考えられていたが、クラミドモナスのピレノイドは液-液相分離

する膜のないオルガネラであることが示された（Freeman Rosenzweig et al., 2017）。

Rubiscoとその相互作用タンパク質 Essential Pyrenoid Component 1（EPYC1）を混合する

ことで、in vitroで液-液相分離するドロプレットを形成することも報告された（Wunder 

et al., 2018）。さらに、細胞内から精製したピレノイドのプロテオーム解析により 190個

のタンパク質が検出されており（Zhan et al., 2018）、89個のタンパク質がピレノイドに

局在することが示された（Mackinder et al., 2017）。 

 LC 条件において、ピレノイドの周囲には複数のデンプンプレートが形成され、デン

プンプレートがピレノイドを取り囲むようにリング状になったものはデンプン鞘と呼



� ��

ばれる（図 1-1A）。デンプンプレート同士の隙間は約 100 nm であり、その隙間にチラ

コイド膜が貫入し、ピレノイドチューブと呼ばれている（図 1-1B,C,D,E）。電子顕微鏡

観察より、ピレノイドチューブ内部にさらに細いミニチューブが存在すること示唆され

ていた（Ohad et al., 1967）。近年のクライオ電子顕微鏡観察によりピレノイド内部の三

次元構造が明らかになり、ピレノイドチューブ内部に存在する複数のミニチューブが、

ピレノイド内部と葉緑体ストロマを連結していることが示された（図 1-1F,G,H,I; Engel 

et al., 2015）。このミニチューブは、glyceraldehyde 3-phosphate（G3P）などの光合成代謝

産物や ATPをピレノイド外に輸送している可能性が指摘されている（Engel et al., 2015）。 

 また、ピレノイドチューブには酸素を発生する光化学系 IIは見出されず、光化学系 I

の活性のみが検出される。これは、ピレノイド内部では Rubisco を O2から隔離するこ

とで、Rubisco のオキシゲナーゼ活性を抑制しているためだと考えられている（McKay 

and Gibbs, 1991）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1-1. 緑藻 Chlamydomonas reinhardtiiの細胞内模式図とピレノイド領域の微細構造（Max 
Planck研究所の Benjamin Engel博士より提供された図および Engel et al., 2015を改変） 
(A) クライオ電子顕微鏡法による観察をもとに描かれたクラミドモナスの細胞内構造。細胞の大きさは
6–10 µm。 
(B–I) クライオ電子顕微鏡によるピレノイドチューブおよびピレノイドミニチューブの三次元構造。
(B,D,E,F,H) はクライオ電子顕微鏡によって撮像された高倍率電子線トモグラフィー写真を、(C,G,I) は
クライオ電子顕微鏡像をもとに作製された三次元構造図を示す。  
(B) ピレノイドの高倍率電子線トモグラフィー写真。スケールバーは 500 nm。 
(C) (B)の画像をもとに作製されたピレノイドの立体構造。チラコイド膜（暗緑色）、チラコイドルーメ
ン（薄緑色）、ピレノイドミニチューブ（橙色）、葉緑体包膜（青色）、ピレノイドデンプン鞘（黄褐色）。 
(D,E) スタック状のチラコイド膜からピレノイドチューブへ、どのように貫入するのかを示す高倍率電
子線トモグラフィー写真。スケールバーは 100 nm。 
(F,H) ピレノイドマトリックスの高倍率電子線トモグラフィー写真。スケールバーは 100 nm。 
(G,I) (F,H)の画像をもとに作製されたピレノイドチューブの断面図。ピレノイドチューブ（緑色）、ピレ
ノイドミニチューブ（橙色）、Rubisco複合体（グレー色）。  
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 クラミドモナスにおけるデンプン鞘は、光存在下で CO2欠乏ストレスに応答して発

達する。HC条件から LC条件に移すと 5時間以内にデンプン鞘が形成され、同時に葉

緑体ストロマのデンプン粒が分解される（Kuchitsu et al., 1988; Ramazanov et al., 

1994）。LC条件で培養した定常期の細胞ではデンプン鞘形成が飽和し、ストロマデン

プンが出現する（Kuchitsu et al., 1988）。また LC条件から HC条件に移すと、デンプン

鞘が分解され、ストロマのデンプン粒が形成される（Kuchitsu et al., 1988; Ramazanov et 

al., 1994）。このデンプン鞘の形成は、暗条件または光合成電子伝達の阻害剤 DCMUの

添加により阻害されることから、光依存的であることが示されている（Kuchitsu et al., 

1988）。また、LC条件に順化した細胞を HC条件に移すと、デンプン鞘は分解されて

いくが、完全に分解されるには約 72時間を要する（Ramazanov et al., 1994）。デンプン

鞘が形成されるタイミングは、CCMが完全に誘導されるタイミング（LC条件に移し

て 6時間後）とほぼ一致する。このことから、デンプン鞘がピレノイドから漏れ出る

CO2の拡散を防ぐ物理的な障壁として働くモデルが提唱された（Ramazanov et al., 

1994）。一方で、クラミドモナスおよびクロレラ Chlorella pyrenoidosaにおいて、デン

プン鞘が形成されないデンプン合成変異株でも CCMが誘導されることが確認されて

おり、デンプン鞘の形成は CCMに必ずしも必要ではないと議論している報告もある

（Villarejo et al., 1996; Plumed et al., 1996）。しかし、これらの論文では変異株の親株と

は異なる野生株を比較に用いている点や、相補株を用いた詳細な実験が不足している

問題点があった。 

 最近、クラミドモナスのデンプン鞘の形態が異常になった StArch Granules Abnormal 

1（SAGA1）の変異株 saga1が単離され、デンプン鞘の形成と CCMとの関係を改めて

示唆する論文が報告された（Itakura et al., 2019）。saga1株ではピレノイドの個数が平

均で約 10個に増え、LC条件で生育が遅延した。SAGA1はデンプン鞘の伸長を抑制す

機能を持つと推測されており、この SAGA1が欠損するとデンプン鞘が薄く伸び続

け、ピレノイドが分裂することでデンプン鞘とピレノイドが接する表面積を増加さ

せ、その結果としてピレノイドの個数が増えると考えられている（図 1-2）。以上のよ

うに、ピレノイド周囲に発達するデンプン鞘の CCMにおける機能については、未だ

に結論付けられておらず、デンプン鞘の変異株を用いた詳細な解析が必要である。 
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図 1-2. saga1変異株におけるピレノイド形成
のモデル（Itakura et al., 2015より転載） 
saga1変異によりデンプン鞘の伸長が抑制されな
いため、デンプン鞘が薄く伸長する（左）。saga1
変異株ではピレノイドの個数を増やし、デンプン
鞘と接する表面積を増やす（右）。 
 

 

近年、藻類の CCMを陸上植物へ導入することで光合成を改良し、作物の生産性向上

を目指す研究が行われており、HCO3
–輸送体に加えてピレノイドを導入する必要性が議

論されている（Lin et al., 2014; Atkinson et al., 2016; Mackinder, 2018; Atkinson et al., 2019）。

最近ゲノム配列が解読されたツノゴケ Anthoceros angustusにおいて、チラコイド膜ルー

メンに局在するα型炭酸脱水酵素 CAH3 や、ピレノイド周囲に局在しβ型炭酸脱水酵

素の活性中心と同様の構造を持つ LCIBと LCICが保存されていた（Li et al., 2017; Zhang 

et al., 2020）。 

 
4. 低 CO2誘導性タンパク質 LCIB 
 Low-CO2-inducible protein B（LCIB）は、緑藻クラミドモナスで同定され、低 CO2条件

で誘導される CCM 関連タンパク質として命名された（Miura et al., 2004）。LCIB は緑

藻、珪藻、クリプト藻、灰色藻、一部のシアノバクテリアなどの水生光合成生物とツノ

ゴケ、一部のバクテリアに保存されている（Yamano et al., 2010; Jin et al., 2016; Zhang et 

al., 2020）。LCIBは、そのホモログである LCICとヘテロダイマーを形成し、6量体の複

合体を形成することが示唆されている（Yamano et al., 2010; Jin et al., 2016）。さらに、ク

ラミドモナスの LCIBと LCIC、珪藻 Phaeodactylum tricornutumの LCIBオルソログの結

晶構造が解かれ、これらは β 型炭酸脱水酵素（CA）の活性部位に特徴的な亜鉛と水を

配位する立体構造を持つことが報告された（Jin et al., 2016; Kikutani et al., 2016）。珪藻の

3つの LCIBホモログは in vitroで CA活性を示したが、クラミドモナスの LCIBと LCIC

は CA活性を示さなかったことから（Jin et al., 2016）、クラミドモナスの LCIB/LCIC複

合体は細胞内において��hru.q5�
_�9+可能性が示唆されている。 

 LCIB が欠損した lcib 変異株の特徴的な表現型として、CO2欠乏条件下における生育

の違いがある。チャンバー内に通気する空気に含まれる CO2 濃度を変えて生育させる
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と、HC条件では野生株と同程度の生育速度を示すが、LC条件では生育が著しく遅延す

る。しかし、CO2濃度をさらに低い 0.01%の超低 CO2（very low-CO2; VLC）条件にする

と、生育速度は野生株に比べてわずかに遅延するが、LC 条件よりも早く生育する

（Duanmu et al., 2009; Yamano et al., 2010; Wang and Spalding 2014a）。このことは、LCIB

は特に LC条件において重要であることを示すと同時に、クラミドモナスが少なくとも

3段階の CO2濃度（HC, LC, VLC）に順化する機構を持つことを示唆している。また、

lcib 変異株の酸素発生速度を測定すると、CO2濃度が約 7 µM 未満では野生株と同様に

酸素発生速度が増加するが、CO2濃度が約 7~70 µMでは減少し、70 µM以上では再び増

加する二相性のグラフを示す（Yamano et al., 2010; Wang and Spalding, 2014b）。これらの

実験から、クラミドモナスが順化できる 3 段階の CO2濃度条件として、超低 CO2条件

（<7 µM）、低 CO2条件（7~70 µM）、高 CO2条件（>70 µM）が定義されている（Wang 

and Spalding, 2014b）。 

 クラミドモナスの LCIBは、通気する CO2濃度と光に応答して葉緑体全体からピレノ

イド周囲へと局在を変化させる（Duanmu et al., 2009; Yamano et al., 2010; Wang and 

Spalding, 2014b; Yamano et al., 2014）。この局在変化が起きる CO2濃度は、液体培地に CO2

を通気しながら液相培養した場合と、グロースチャンバー内に CO2 を通気しながら寒

天培地上で気相培養した場合とで異なる（Yamano et al., 2010; Wang and Spalding, 2014b）。

液体培養条件では、明条件かつ 5% CO2通気条件で LCIBは葉緑体全体に分散し、明条

件のまま 0.04% CO2通気条件へ移すとピレノイド周囲へと局在を変化させ、6時間後に

は LCIBはリング状に局在を変化させる（図 1-3A,B; Yamano et al., 2010; Yamano et al., 

2014）。この状態から細胞を暗条件へ移すと、2時間後には LCIBは葉緑体全体に分散す

る（図 1-3C,D）。 
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図 1-3. 液体培養時の LCIBの細胞内局在変化（Yamano et al., 2010; Yamano et al., 2014を改
変） 
(A) 明条件において 5% CO2通気条件に順化した細胞を、0.04% CO2通気条件に移したときの LCIB局
在の経時変化を、抗 LCIB 特異抗体を用いた間接的免疫蛍光染色法により観察した。スケールバー：5 
µm。 
(B) LCIB-GFPを発現する細胞を明条件かつ 0.04% CO2通気 6時間後に観察した共焦点顕微鏡像。DIC：
微分干渉像、スケールバー：5 µm。 
(C) 明条件において 0.04% CO2通気条件に順化した細胞を、暗条件に移したときの経時変化を、抗 LCIB
特異抗体を用いた間接的免疫蛍光染色法により観察した。スケールバー：5 µm。 
(D) LCIB-GFPを発現する細胞を暗条件かつ 0.04% CO2通気 2時間後に観察した共焦点顕微鏡像。DIC：
微分干渉像、スケールバー：5 µm。 
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寒天培養条件では、明条件かつ 0.04% CO2通気条件において LCIBは葉緑体全体に分

散し、0.01% CO2通気条件において LCIBはピレノイド周囲にリング状に局在する（図

1-4; Wang and Spalding, 2014a）。寒天培養と液体培養で LCIB がピレノイドに局在する

CO2の通気濃度が異なる理由として以下が考えられる。寒天培養時には、通気した空気

が直接細胞に供給されるが、液体培養時には細胞が光合成により培地中の CO2 を吸収

し、通気による CO2供給とのバランスがとれず培地中の実際の CO2濃度が通気した CO2

濃度よりもさらに低下している可能性である。しかし、液体培養条件下において LCIB

の局在観察と同時に培養液中の溶存 CO2濃度の測定は行われておらず、LCIBの局在変

化と実際の溶存 CO2濃度の関係は不明であった。また、暗条件では LCIBが分散するこ

とから、LCIB の局在変化が光によっても制御される可能性が議論されてきたが

（Yamano et al., 2010）、暗条件では光合成が停止し、培養液中の CO2が消費されないた

め、溶存 CO2濃度が上昇した可能性が残されている。 
 
図 1-4. 寒天培養時の LCIBの細胞内局在
変化（Wang et al., 2014aを改変） 
抗 LCIB特異抗体を用いた免疫蛍光染色法によ
る LCIBの細胞内局在。共焦点顕微鏡像を示す。 
 

 

 

 

 液体培養条件では、薬剤添加条件における LCIBの局在変化についても観察されてい

る（図 1-5）。明条件かつ 0.04% CO2通気条件に順化した細胞を、5% CO2通気条件に 1 

時間移して LCIBを分散させ、光合成電子伝達阻害剤 DCMUを添加して再び 0.04% CO2

通気条件に移すと、LCIBの周囲に集合しないことから、LCIBのピレノイド周囲への局

在変化に、光合成および CCMの誘導が必要であると考えられた（図 1-5A; Yamano et al., 

2010）。しかし、DCMU添加条件では電子伝達を阻害するため、LCIBの分散は、光合成

の停止による培養液中の溶存 Ci 濃度の上昇が原因である可能性がある。さらに、明条

件かつ 0.04% CO2通気条件に順化した細胞を、暗条件に 2 時間移して LCIB を分散さ

せ、タンパク質合成阻害剤シクロヘキシミド（CHX）を添加して再び明条件に移すと、
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LCIBはピレノイド周囲へ集合しないことから、LCIBのピレノイド周囲への局在変化に

は、LCIB 自身のタンパク質合成、もしくは明条件に移したときの LCIB 以外の新規タ

ンパク質合成が必要であると考えられていた（図 1-5B; Yamano et al., 2014）。この実験

結果の解釈についても、CHX 添加条件では光合成関連タンパク質の合成が停止し、光

合成の停止による培養液中の溶存 Ci 濃度が上昇したことが LCIB の分散の原因となっ

た可能性がある。 

 

 
図 1-5. DCMUまたは CHX添加条件における LCIBの細胞内局在変化（Yamano et al., 
2010; Yamano et al., 2014を改変） 
(A) DCMU添加条件における LCIBの局在変化。LCIB-GFP発現株の蛍光顕微鏡像を示す。明条件にお
いて 0.04% CO2通気条件に順化した細胞を、5% CO2通気条件に 1時間移して LCIBを分散させた。そ
の後 DCMUを添加（+DCMU）あるいは添加せず（-DCMU）、0.04% CO2通気条件に再び移してから 1
時間後の細胞について観察した。スケールバー：5 µm。 
(B) CHX添加条件における LCIBの局在変化。LCIB-GFP発現株の共焦点顕微鏡像を示す。明条件にお
いて 0.04% CO2通気条件に順化した細胞を、暗条件に 2 時間移して LCIBを分散させた。その後 CHX
を添加（+CHX）あるいは添加せず（-CHX）、明条件に再び移してから 2時間後の細胞について観察し
た。スケールバー：5 µm。 
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5. CO2濃度依存的な LCIB の機能モデル 
 クラミドモナスの CCM は、LCIB/LCIC 複合体の機能および局在変化に注目すると、

3 つの CO2濃度条件に分けられる。ここでは、LCIB の機能に注目して、これまでの知

見をまとめた各 CO2濃度条件における CCMのモデルを示す（図 1-6、図 1-7、図 1-8）。 

高 CO2条件（>70 µM）では、LCIBと LCICの蓄積レベルは低く、CCMは誘導されず

に、CO2は拡散により細胞内に流入すると考えられる（図 1-6）。 

 

 

図 1-6. 高 CO2条件における LCIB/LCICの複合体の働きに注目した CCMモデル
（Mackinder et al., 2017を元に作図） 
高 CO2条件では CCMが誘導されないため、ピレノイドは小さく、デンプン鞘の形成はわずかに残って
いる。LCIB/LCIC 複合体の蓄積レベルは低く、葉緑体全体に分散して存在する。CAH3: α型炭酸脱水
酵素、3-PGA: 3-ホスホグリセリン酸。細胞質（cytosol, cy）、葉緑体ストロマ（chloroplast stroma, cs）、核
（nucleus, n）を示す。 

 

 低 CO2条件（7~70 µM）では、多くの CCM関連因子の蓄積レベルが上昇し、葉緑体

内部にはピレノイドが発達し、デンプン鞘が形成される。LCIB と LCIC の蓄積レベル

は上昇するが、LCIB/LCIC複合体は葉緑体全体に分散したままであり（図 1-4）、葉緑体

ストロマへ流入した CO2を HCO3
–に変換し Ciプールを形成することで、間接的な CO2

取り込みを担うと考えられている（図 1-7）。低 CO2条件ではアニオンチャネル LCIAの

蓄積レベルは上昇しているが、その機能は抑制されていると考えられている（Wang and 
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Spalding, 2014a）。また、ストロマ内の HCO3
–は、ベストロフィン様タンパク質によって

ルーメンへと輸送される（Mukherjee et al., 2019）。ルーメンに輸送された HCO3
–は、再

び α型炭酸脱水酵素の CAH3によって CO2へと変換され、ピレノイド基質の Rubiscoへ

と供給される（Karlsson et al., 1998; Mitra et al., 2005）。 

 

 
図 1-7. 低 CO2条件における LCIB/LCICの複合体の働きに注目した CCMモデル
（Mackinder et al., 2017; Mukherjee et al., 2019を元に作図） 
低 CO2条件では CCMが誘導され、ピレノイド構造およびデンプン鞘が発達する。LCIB/LCIC複合体の
蓄積レベルは上昇するが、葉緑体全体に分散して存在する。B: ベストロフィン様タンパク質、HLA3: 
ABC輸送体、LCIA: 葉緑体包膜局在型アニオンチャネル、CAH3: α型炭酸脱水酵素、3-PGA: 3-ホスホ
グリセリン酸。 
 

 超低 CO2条件（<7 µM）でも多くの CCM関連因子の蓄積レベルが上昇し、葉緑体内

部にはピレノイドが発達し、デンプン鞘が形成される。超低 CO2条件では主に HCO3
–輸

送体によって、HCO3
–が細胞外から葉緑体ストロマへと能動的に取り込まれる（図 1-8）。

細胞膜に局在する ABC 輸送体 HLA3 と葉緑体包膜に局在するアニオンチャネル LCIA

が協調して、HCO3
–を輸送する（Yamano et al., 2015）。ストロマに取り込まれた HCO3

–

は、低 CO2条件と同様にピレノイドへと輸送される。超低 CO2条件では、葉緑体全体

に分散していた LCIB/LCIC 複合体はピレノイド周囲へと局在を変化させることから、

LCIB/LCIC 複合体はピレノイドから漏れ出た CO2を HCO3
–へ再変換すると考えられて
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いる（Yamano et al., 2010）。また、LCIB/LCIC複合体はピレノイド周囲のチラコイド膜

に局在するベストロフィン様タンパク質と相互作用することが示唆されている

（Mackinder et al., 2017）。ベストロフィンはバクテリアから哺乳類まで全ての生物群で

保存されているアニオンチャネルであり（Johnson et al., 2017）、ヒトのベストロフィン

では HCO3
–を輸送することが報告されている（Qu and Hartzell, 2008; Yu et al., 2008）。ク

ラミドモナスでは、LCIB/LCIC複合体によって変換された HCO3
–は、ベストロフィン様

タンパク質によって再びチラコイドルーメンへと輸送されることで、CO2がリサイクル

されると考えられている（Mukherjee et al., 2019）。さらに、抗 LCIB抗体を用いた免疫

電子顕微鏡観察により、LCIB がデンプン鞘の外側に不連続な塊の形状で局在すること

が報告されており、チラコイド膜が貫入するデンプン鞘の隙間近くに、LCIB が多く局

在することが示唆されている（図 1-8; Yamano et al., 2010）。 

 

  
図 1-8. 超低 CO2条件における LCIB/LCICの複合体の働きに注目した CCMモデル
（Mackinder et al., 2017; Mukherjee et al., 2019を元に作図） 
超低 CO2条件では CCMが誘導され、ピレノイド構造およびデンプン鞘が発達する。LCIB/LCIC複合
体の蓄積レベルは低 CO2条件と同様に上昇するが、ピレノイド周囲にリング状に局在する。B: ベスト
ロフィン様タンパク質、HLA3: ABC輸送体、LCIA: 葉緑体包膜局在型アニオンチャネル、CAH3: α
型炭酸脱水酵素、3-PGA: 3-ホスホグリセリン酸。右側は抗 LCIB特異抗体を用いた免疫電子顕微鏡像
を示す。点線の円および矢尻は金コロイド粒子の存在を示す。Ss: デンプン鞘、P: ピレノイド、スケ
ールバー: 1 µm。 
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 以上のように、CO2環境に応じた Rubiscoの基質となる CO2輸送経路が明らかになっ

てきたが、CCM において重要な役割を担う LCIB が局在を変化させる詳細な環境条件

は不明であった。また、LCIB がピレノイド周囲に局在化するために必要な因子につい

ても知られていない。過去に、クラミドモナスの野生株へ LCIB-GFPを発現させた株を

用いてタグ挿入変異を行ない、LCIB局在異常株が 12株単離されているが、原因遺伝子

の同定には至っていない（Yamano et al., 2014）。 

 
6. デンプン枝切り酵素イソアミラーゼ 1 
 光合成によって蓄積されるデンプンは、分岐構造をもった主成分のアミロペクチンと、

主として直鎖からなるアミロースの 2種類によって構成される。植物におけるデンプン

の生合成は少なくとも、下記の 4種類の酵素によって行われる。（1）光合成産物である

グルコース 1-リン酸から ADP-グルコースを生産する ADP-グルコースピロフォスフォ

リラーゼ、（2）ADP-グルコースを基質として α-1,4グルコシド結合を伸長し直鎖化を促

進するデンプン合成酵素、（3）α-1,6グルコシド結合を形成するデンプン分岐酵素、（4）

デンプン枝切り酵素はアミロペクチンの規則的なクラスター構造を形成するために必

要な、α-1,6グルコシド結合を切断するデンプン枝切り酵素である。 

 クラミドモナスのデンプン合成に関与する因子を明らかにするため、デンプンの蓄積

が減少あるいは欠損したデンプン合成変異株（starch-less mutant; sta変異株）が複数単離

されており（Ball et al., 1991）、sta変異株のうち 9株について変異原因遺伝子が同定さ

れている（表 1-1）。その中でも、デンプンをほとんど蓄積しない sta7 株の変異原因遺

伝子として、デンプン枝切り酵素の Isoamylase1（ISA1）が同定されており、sta7株は、

デンプンの代わりに少量のフィトグリコーゲンを蓄積する（Mouille et al., 1996）。フィ

トグリコーゲン（図 1-9A）はアミロペクチン（図 1-9B）の前駆体であり、分岐数が多

く可溶性を示す。sta7株ではデンプン粒を蓄積しないことが電子顕微鏡像によっても示

されている（Mouille et al., 1996）。 
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表 1-1. クラミドモナスにおける代表的なデンプン合成変異株 
（The Chlamydomonas sourcebook, second edition, volume1を改変） 

�X] Y�n� \� 
DWLW�
TEM ^m� 

�d 

sta1 STA1 
ADP-8U:�>IVJ4>J4T
S�?$�<KRFCE$�X]�
DWLW%' /!�z�4"0� 

DWLW�.
ax8"0� 

Ball et al., 1991; van den 

Koornhuyse et al., 1996; 
Zabawinski et al., 2001 

sta2 STA2 

��cl�DWLWlxj}$�X
]�0PV�>�z3b�8
��
0PVM7BW.�z9+�"waxy"
�g`.p9� 

�y] �&
��0DWL
W�.ax9
+� 

Delrue et al., 1992; 

Maddelein et al., 1994; 
Wattebled et al., 2002; 

Izumo et al., 2011 

sta3 STA3 
[�wDWLWlxj}$�X]�
�0PVM7BW
k0PV�>�
z$�g`.p9� 

N.D. 
Maddelein et al., 1994; 

Buleón et al., 1997; Ral et 
al., 2006 

sta4 PHOB 
DWLWN>NTS�?$�X]�
DWLW�z3 60%ft9+� 

N.D. 
Libessart et al., 1995; Ral 
et al., 2006 

sta5 GPM1 
N>N8U:QA�?$�X]�D
WLW�z3��#ft8
0PV
�>.-�2#�z9+� 

N.D. 
van den Koornhuyse et al., 

1996 

sta6 STA6 
ADP-8U:�>IVJ4>J4T
S�?$s<KRFCE$�X]�
DWLW�z%b�9+� 

N.D. 

Ball et al., 1991; Iglesias 

et al., 1994; van den 
Koornhuyse et al., 1996; 

Zabawinski et al., 2001 

sta7 ISA1 

DWLWo{*j}2@0PS�?
1 $�X]�DWLW$�-*#-
�2#J1E8T:�9W.�z9
+� 

DWLW�.
ax8"0� 

Mouille et al., 1996; 

Ramazanov et al., 1994; 
Dauvillée et al., 1999; 

Dauvillée et al., 2001a; 
Posewitz et al., 2004 

sta8 ISA2 
DWLWo{*j}2@0PS�?
2 $�X]�0PV�> J1E8
T:�9W.�z9+� 

N.D. 

Dauvillée et al., 2001a; 

Dauvillée et al., 2001b; 
Ral et al., 2006; Sim et al., 

2014 

sta11 DPE1 

α- 1,4 8U6GESW>J3S�?
$�X]�DWLW$�z3 90%
 ��#ft8
o�2,$�0O
UE5T;�.�z9+� 

N.D. 
Colleoni et al., 1999a; 

Colleoni et al., 1999b; 
Wattebled et al., 2003 

N.D.は未決定（not determined）を示している。 
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図 1-9. アミロペクチンおよびフィトグリコーゲンの一次構造（Mouille et al., 1996を転載） 
(A) フィトグリコーゲンの一次構造。A鎖は α-1,6結合によって連結された部位であるが、他の A鎖ま
たは B鎖の分岐が認められない。B鎖は α-1,6結合によって連結された部位で、少なくとも 1つ以上の
A鎖または B鎖の分岐が認められる。C鎖は還元末端部を示す。 
(B) アミロペクチンの一次構造。3つのユニットを示す。ほとんど全ての鎖に分岐が認められ、(A)とは
大きくことなる。B1鎖、B2鎖、B3鎖は、それぞれ長さに応じて呼び分けられる。  
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目的 

 緑藻の CO2濃縮機構に必須な因子 LCIBは、通気する CO2濃度と光に応答して葉緑体

全体からピレノイド周囲へと局在変化することが示されているが、そのピレノイドへの

局在化に必要な因子は明らかにされていなかった。さらに、ピレノイド周囲に形成する

デンプン鞘の CCMにおける重要性はこれまで明確ではなかった。本研究では、LCIBが

ピレノイド周囲に局在化するために必要な環境条件ならびに新規因子を明らかにする

ことを目的とした。 
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結果 
1. 葉緑体における溶存 CO2濃度依存的な LCIBの局在変化 
 葉緑体内における LCIBの局在変化に無機炭素（Ci）濃度と光照射がどのように関わ

るのかを明らかにするために、異なる CO2濃度の通気条件および光照射条件下で、培地

中の溶存 Ci濃度を測定しながら LCIBの局在変化を観察した。はじめに、LCIBの局在

を細胞内で可視化するため、LCIBに改変型 GFPタンパク質をコードする Cloverを連結

した発現プラスミドを LCIB 欠損株へ形質転換して LCIB-Clover 発現株を単離し、lcib

変異株の表現型が相補した株を以下のように作出した。 

クラミドモナス挿入変異株ライブラリー（Li et al., 2016）から、パロモマイシンに耐

性を付与する aphVIII 遺伝子カセットが LCIB（Cre10.g452800）の遺伝子配列に挿入さ

れた挿入変異株（LMJ.RY0402.173287）を取り寄せ、B1株と名付けた。B1株における

aphVIIIの挿入部位を確認するために、LCIBの遺伝子配列の一部を増幅するプライマー

セット LCIB-F2/LCIB-R3を用いてゲノミック PCRを行なった（図 2-1A, B）。 

 
図 2-1. LCIB挿入変異株（B1）の解析 
(A) B1株における aphVIIIカセットの挿入箇所。黒い四角はエキソン、黒線はイントロン、灰色の四角
は非翻訳領域を示す。太矢印は PCRに用いたプライマーを示す。ATGはスタートコドン、TAAはスト
ップコドンを示す。 
(B) B1株における aphVIIIカセットの挿入を調べるための PCRの電気泳動写真。B1株の親株（CC-5325）
をコントロールに用いた。bpは塩基対を示す。 
(C) ウェスタンブロット解析による CC-5325株と B1株の LCIBおよび LCICタンパク質の蓄積量。連
続白色光を照射しながら 5% CO2通気条件で培養した細胞を、光条件を変えずに 5%または 0.04% CO2

通気条件に移して 12時間後の細胞からタンパク質を抽出した。Histoneはローディングコントロールに
用いた。 
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親株の CC-5325では 1,867 bpのバンドが検出されたが、B1株では約 2,200 bpのバン

ドシフトが起こり、約 4,000 bpのバンドが検出された（図 2-1B）。このバンドシフトの

サイズは aphVIIIカセットのサイズ（2,223 bp）とほぼ一致したことから、B1株では LCIB

に 1コピーの aphVIIIが挿入されていることが示唆された。 

次に、aphVIIIの挿入部位の配列を調べたところ、LCIBの第 6エキソンに LCIB遺伝

子配列の 1 bpの欠損を伴って aphVIIIが LCIBの転写方向とは逆向きに挿入されていた

（図 2-1A）。さらに、CC-5325株では 0.04% CO2通気条件下で LCIB（48 kDa）とその相

互作用因子である LCIC（49 kDa）の蓄積レベルが増大するのに対して、B1株では LCIB

の蓄積が消失した。LCICの蓄積レベルも低下したことから、B1株が LCIB欠損株であ

ると判定した（図 2-1C）。 

B1株は、野生株と比べて細胞当たりのクロロフィル量が低い、細胞サイズが小さい、

また試験管に付着する表現型を示したことから、B1 株を野生株と 2 回交配し、lcib 変

異以外の形質を野生株に近づけた子株を単離した（図 2-2A）。はじめに、B1株（mt–; 雄

株）を野生株 CC-1690（mt+; 雌株）と交配し、F1株 73-4（lcib, mt+）を取得した。さら

に、73-4 株を野生株 C9（mt–）と交配し、F2株（lcib）を取得した。F2株のうち、細胞

の大きさと細胞当たりのクロロフィル量が C9株と同程度であり、試験管に付着しない

性質を持つ 99-4 株（lcib, mt+）を lcib 変異株として今後の解析に使用した（表 2-1）。

LCIB の局在を in vivo で可視化するため、Clover の発現プラスミド pOpt_Clover_Hyg

（Lauersen et al., 2014）に LCIBの遺伝子配列をクローニングした LCIB-Clover発現コン

ストラクト pCT1 を作出し、エレクトロポレーション法により 99-4 株へ形質転換した

（図 2-2B）。このとき、高 CO2条件においても LCIB の局在を観察するために、LCIB-

Cloverの発現には恒常発現プロモーターを使用した。得られた形質転換株の中から、最

も蛍光輝度の高い株（MBC-3 株）を解析に用いた。ウェスタンブロット解析の結果か

ら、99-4株は LCIBと LCICを蓄積しなかったが、MBC-3株は LCIB-Clover融合タンパ

ク質の蓄積に伴って LCICの蓄積が回復した（図 2-2C）。LCIB-Cloverが細胞内で機能的

であるかどうかを調べるため、C9株、99-4株、MBC-3株のスポットテストによる生育

判定と光合成の酸素発生速度の測定を行なった。高 CO2条件（5% CO2）では、いずれ

の株においても生育速度に差は無かったが、低 CO2条件（0.04% CO2）では、99-4株の
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生育が顕著に遅延し、超低 CO2条件（<0.01% CO2）においてもわずかに遅延した（図 2-

2D）。一方、MBC-3株では、低 CO2条件と超低 CO2条件における生育が C9株と同程度

に回復した。 

 

 

図 2-2. lcib変異株 99-4と LCIB-Clover発現株MBC-3の表現型解析 
(A) B1株と野生株の交配による F2株 99-4の作出過程。CC-1690株と C9株はそれぞれ雌株（mt+）、雄
株（mt–）の野生株。×は掛け合わせを、縦棒は掛け合わせによって生じた子株を示す。 
(B) LCIB-Clover発現コンストラクト pCT1の構造。PA/R：遺伝子の恒常発現に寄与する HSP70A/RBCS2
タンデムプロモーター、T RBCS2：RBCS2の 3’-UTR、i1：RBCS2の 1stイントロン、i2：RBCS2遺伝子の
2ndイントロン。APHVII：ハイグロマイシンに対して耐性を付与する遺伝子。 
(C) ウェスタンブロット解析による C9、99-4、MBC-3 株における LCIB、LCIC、LCIB-Cloverの蓄積。
連続白色光を照射しながら 5% CO2通気条件で培養した細胞を、光条件は変えずに 5%または 0.04% CO2

通気条件に移して 12 時間後の培養液からタンパク質を抽出した。抗 LCIB 特異抗体を用いたとき、交
差反応により内在性の LCIC も検出された。*は抗 LCIB 特異抗体を用いたときに C9株と 99-4株で検
出された非特異的バンドを示すが、その位置は MBC-3 株のみ検出された LCIB-Clover のサイズと被っ
ている。LCIC の検出には抗 LCIC 特異抗体を用いた。Histone H3 はローディングコントロールに用い
た。 
(D) 生育判定のためのスポットテスト。OD730を 0.30, 0.15, 0.07に合わせた細胞懸濁液 3 µLを、炭素源
を含まない寒天培地に滴下し、連続白色光を 120 µmol photons m–2 s–1 の光強度で照射しながら高 CO2

（5%）条件、低 CO2（0.04%）条件、超低 CO2（0.01%）条件でそれぞれ 4、5、6日間培養し、写真撮
影した。 

  



� ���

表 2-1. lcib変異株の F2子株の表現型 

株名 試験管への 
付着性 

細胞粒径 
[µm] 

クロロフィル量 
[pg/cell] 

C9 – 6.56 1.32 
21-1 – 6.07 0.75 
28-1 – 6.14 0.92 
35-2 – 6.20 0.87 
72-1 + 6.73 1.43 
99-4 – 6.94 1.31 

lcib変異株の F1子株と C9株を交配して得られた F2子株について、通気培養時の試験菅への付着の性
質（+：付着性あり、－：付着性なし）、細胞粒径測定、細胞当たりのクロロフィル量を比較した。 

 

次に、99-4株とMBC-3株の酸素発生速度を測定することで CCMを評価した。光合

成における無機炭素（Ci）への親和性は、最大酸素発生速度（Vmax）の半分の値を与

える Ci濃度である K0.5 (Ci)値によって示すことができる。K0.5 (Ci) 値が小さいほど細

胞の Ciへの親和性が高いことを示す。0.04% CO2通気条件に順化した C9株および

MBC-3株の K0.5 (Ci)値は、5% CO2通気条件に順化したときより顕著に低い値を示した

が、99-4株では二相性のグラフを示したため（図 2-3A）、K0.5 (Ci)値が決定できなかっ

た（表 2-2; 図 2-3C）。酸素発生速度と CO2濃度との関係性を調べるために、Ci濃度を

CO2濃度に換算した酸素発生速度のプロット図を作成したところ、99-4株における二

相性のグラフは、CO2濃度が約 7 µM以下では野生株と同様に上昇するが、約 7~100 

µMでは低下し、約 100 µM以上で再び上昇した（図 2-3B）。また、99-4株では 5%お

よび 0.04% CO2通気条件に順化した細胞の両方で Vmax値が C9株及びMBC-3株の

64~78%に低下した（表 2-2; 図 2-3C）。さらに、K0.5 (Ci)値は 5%通気条件に順化した細

胞でも野生株及びMBC-3株の約 5倍に増加し（表 2-2; 図 2-3C）、Ciへの親和性の低

下が認められた。これは、過去に報告された LCIBノックダウン株や LCIB欠損株に特

徴的な表現型と一致した（Yamano et el., 2010; Wang and Spalding, 2014b）。一方、MBC-

3株では C9株と同程度に酸素発生速度が回復した。これらの結果から、MBC-3株に

おいて LCIB-Clover融合タンパク質が細胞内で機能的であることが示された。 
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図 2-3. lcib変異株 99-4と LCIB-Clover発現株MBC-3の酸素発生速度 
(A) C9、99-4、MBC-3株の酸素発生速度のプロット図。細胞内の Ciを枯渇させた状態から、NaHCO3を
10 µM濃度から徐々に加えた時の酸素発生速度（Y軸）と溶存 Ci 濃度（X軸）をプロットした。実験
は独立した 3回以上の測定を行い、典型的な測定値を示した。 
(B) C9、99-4、MBC-3株の酸素発生速度について、(A)の Ci濃度を CO2濃度に換算したプロット図。酸
素発生速度（Y軸）と溶存 CO2濃度（X軸）をプロットした。 
(C) 光合成における最大酸素発生速度（左）とK0.5(Ci)値（右）。(A)で示すように、細胞に加えた溶存 Ci
濃度に対する酸素発生速度を測定し、最大酸素発生速度（Vmax）とその半分の値を示す Ci 濃度である
K0.5(Ci)値を算出した。連続白色光を照射しながら 5% CO2通気条件で培養した細胞を、光条件を変えず
に 5%または 0.04% CO2通気条件に移してから 12時間後に用いた。測定バッファーには溶存 Ciを枯渇
させた HEPES緩衝液（pH=7.8）を用いた。独立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示し、
Student’s t-testにより異なる条件間の統計的有意差を評価した。* ：P値<0.01を示す。N.D.：未決定（not 
determined）。 99-4株は二相性のグラフを示したため、K0.5(Ci)値が一意に決まらないことを示す。 
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表 2-2. pH 7.8での最大酸素発生速度および Ci親和性 

株名 生育条件 Vmax 
[µmol O2 mgChl–1 h–1] 

K0.5 (Ci) [µM] 

C9 
5% CO2 24時間 191 ± 5.9 364 ± 32 

0.04% CO2 12時間 225 ± 14 43 ± 7.7 

99-4 
5% CO2 24時間 149 ± 3.9 1393 ± 85 

0.04% CO2 12時間 147 ± 7.3 N.D. 

MBC-3 
5% CO2 24時間 233 ± 4.8 281 ± 62 

0.04% CO2 12時間 211 ± 20 29 ± 3.1 

図 2-3.における最大酸素発生速度と Ci 親和性を示す。5% CO2通気条件に 24時間以上順化させた細胞
と、その後 0.04% CO2通気条件に移してから 12時間後の細胞を用いた。HEPES緩衝液（pH=7.8）を用
いて測定した。実験は独立した 3 回以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。N.D.：未決定（not 
determined）。 

 

水中で、CO2は水分子と反応してHCO3
－との平衡状態に達する。図 2-4に示すように、

pH が上昇するに従って HCO3
－の割合が増加し、CO2の割合は低下する。ある pH にお

ける溶存 HCO3
–濃度（[HCO3

–]）と溶存濃度 CO2（[CO2]）の比（[HCO3
–]/[CO2]）は、ヘ

ンダーソン・ハッセルバルヒの式 
 

pH = pKa + log10([HCO3
－]/[CO2]) 

 
を用いて算出することができる。ここで pKa は炭酸の第一段階目の解離定数 pKa=6.35

である。この式に従って、pH 7.0、7.4、7.9、8.4条件における、[HCO3
–]/[CO2]をそれぞ

れ算出した（表 2-3）。 
表 2-3. 各 pH条件における 

溶存 Ci比率 

 
 

図 2-4. pH依存的な溶存 Ciの平衡状態 
全溶存無機炭素濃度を 100%とした時の CO2濃度の割合（青） 
HCO3

–濃度の割合（ピンク）、CO3
2–濃度の割合（黄緑）。 

pH条件 [HCO3
–]/[CO2] 

pH 7.0 4.46 

pH 7.4 11.22 

pH 7.9 35.48 

pH 8.4 112.2 



� ���

培地に通気するCO2濃度の変化に伴って生じる LCIBの局在変化が、溶存Ci濃度（[Ci]）

のうち [CO2] および [HCO3
–] のどちらに依存するのかについて調べるために、培地の

pHを変えることで [HCO3
–]/[CO2] を変化させた条件でMBC-3株における LCIBの局在

変化を観察した。また、局在観察と同時に、ガスクロマトグラフィ（GC）を用いて培養

液から細胞を除いた培地中の Ci 濃度を測定した（図 2-5A）。さらに、得られた画像か

ら葉緑体内における LCIB-Clover蛍光シグナルの変動係数（coefficient of variation; CV）

の値を算出し、細胞集団における LCIB の細胞内の局在パターンを定量化した（図 2-

5B）。CV値が高いときは蛍光シグナルが細胞内で偏っていることを、CV値が低いとき

は蛍光シグナルが細胞内で分散していることをそれぞれ示している（Nitta et al., 2018）。

pH 7.0条件において明条件かつ 0.04% CO2通気（コントロール培養条件）により CCM

を誘導した細胞を、それぞれ pH 7.0、pH 7.4、pH 7.9、pH 8.4の培地に移し、光条件を

変えずに CO2濃度を高めた 0.12% CO2を通気してから 3時間後の細胞について、LCIB

の局在変化を観察した。 

pH 7.0のコントロール培養条件における細胞溶液中の Ci濃度は 16 ± 4.2 µM、HCO3
－

濃度は 13 ± 3.4 µM、CO2濃度は序論で示した超低 CO2条件に相当する 2.9 ± 0.2 µMと

算出され、LCIBはピレノイド周囲にリング状に局在した（図 2-5A）。明条件かつ 0.12% 

CO2通気条件に移した pH 7.0の細胞溶液では、Ci濃度、HCO3
－濃度、CO2濃度はそれぞ

れ上昇し、LCIB-Clover は葉緑体中に分散した（図 2-5A）。同様に、明条件かつ 0.12% 

CO2通気条件のまま pHを pH 7.0から pH 8.4まで上昇させると、Ci濃度と HCO3
－濃度

は上昇したが、CO2濃度は低下し、LCIB-Cloverはピレノイド周囲へと集合した（図 2-

5A）。pH 7.4と pH 7.9では CO2濃度は低 CO2条件に相当する約 10 µM付近を維持し、

LCIB-Clover蛍光の CV値が高い細胞と低い細胞が混在していたが（図 2-5A,B）、pH 8.4

では CO2濃度は超低 CO2条件に相当する 6.5 ± 2.2 µMに低下し、CV値は上昇し、ほと

んどの細胞において LCIB-Cloverはピレノイド周囲にリング状に集合した（図 2-5A,B）。 

以上の結果から、LCIBのピレノイド周囲への局在変化は、培地中の溶存 HCO3
－濃度

ではなく溶存 CO2濃度の低下に依存することが明らかとなった。また、LCIBの分散と

リング状の局在が切り替わる溶存 CO2濃度は、LCIBの機能によって定義された低 CO2

条件と超低 CO2条件の境界に相当する約 7 µM（Wang and Spalding, 2014a）とほぼ一致
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することが明らかになった。以後は、LCIBの局在変化についても 7 µM以下の溶存 CO2

濃度を超低 CO2条件と定義する。 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2-5. 異なる pH条件下の MBC-3株における LCIBの細胞内局在と溶存無機炭素濃度 
(A) 異なる pH条件における代表的な LCIB-Clover蛍光観察像。緑色は LCIB-Cloverに由来する蛍光, マ
ゼンタ色はクロロフィルに由来する自家蛍光を示し、中段にその重ね合わせ像を示す。連続白色光を照
射しながら 0.04% CO2通気条件（培地の pHは 7.0）で 24時間培養したMBC-3株の細胞を、光条件を
変えずに 0.12%通気条件（培地の pHは 7.0, 7.4, 7.9, 8.4）または 5% CO2通気条件（培地の pHは 8.4）
に移して 3時間後の細胞について、LCIB蛍光シグナルの局在変化を観察した。細胞培養液中の全無機
炭素濃度（Ci：HCO3

– + CO2）、CO2濃度、HCO3
–濃度を、それぞれの画像の下に示した。DIC：微分干渉

像、スケールバー：5 µm。 
(B) 異なる pH条件における LCIB-Clover蛍光の局在パターンの定量化。LCIB-Cloverの局在を定量化す
るため、それぞれの細胞における LCIB-Clover蛍光強度の変動係数（CV値）を算出した。グラフ中の
数値は、CV値の中央値を示す。CV値は中央値と四分位範囲を示すエラーバーによって表す（n=20~22）。 
Kruskal-Wallis法による分散分析を行った後、Dunn法による多重比較検定を行い、pH 7.0条件かつ 0.12% 
CO2通気条件と異なる条件間の統計的有意差を評価した。** P値<0.01; **** P値<0.0001。 
(C) 異なる pH条件における細胞培養液または培地中の溶存 CO2濃度。細胞なし：各々の pHに合わせ
た培地に 0.12%または 5% CO2を通気した際の CO2濃度。細胞あり：(A)に示した CO2濃度。 
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また、pH 8.4条件で 5% CO2を通気すると、CO2濃度は 83 ± 6.4 µMに上昇し、CV値

は上昇し、LCIBは葉緑体中に分散したことから、LCIBの局在変化は pHの上昇による

ものではなかった（図 2-5A, B）。 

 異なる pH条件において、細胞を含まない培地に 0.12% CO2通気を行なった場合

と、細胞培養液に 0.12% CO2通気を行なった場合の CO2濃度を比較したところ、細胞

を含まないときの方がより高い CO2濃度を示した（図 2-5C）。この結果は、明条件で

は培養液中の細胞が光合成を行うことで、通気された CO2を消費することを示してい

る。先行研究において、暗条件かつ 0.04% CO2通気条件では LCIBのピレノイドに集

合せず、LCIBは葉緑体中に分散することから、LCIBの局在は光によっても制御を受

けることが示唆された（図 1-3C, D; Yamano et al., 2010）。さらに、明条件かつ 5% CO2

通気条件で LCIBが分散した細胞に、光合成電子伝達阻害剤 DCMUを添加すると、明

条件かつ 0.04% CO2通気条件に移しても LCIBのピレノイド周囲への再集合が起こら

ないことから、LCIBのピレノイド周囲への局在変化には、CO2濃度の低下に加えて光

合成の電子伝達が必要であると考えられた（図 1-5A; Yamano et al., 2010）。しかし、こ

れらの暗条件または DCMU添加条件において、培養液中の CO2濃度は測定されておら

ず、光合成が停止した影響で培養液中の CO2濃度が低下せず、LCIBが分散した可能

性も考えられた。そこで、明暗条件あるいは DCMU添加条件において、実際の溶存

CO2濃度を測定しながら局在を観察することで、LCIBの局在変化に対する光と CO2濃

度の影響を詳細に調べた（図 2-6A, B）。明条件かつ 0.04% CO2通気条件で処理し、

LCIBをピレノイド周囲に局在させた細胞を用いて、暗条件に移すと 2時間後には、

CO2濃度は 12 ± 0.4 µMに上昇し、LCIBは葉緑体中に分散した（図 2-6A）。CO2濃度が

上昇した理由として、暗条件では光合成が停止するため CO2が消費されないこと、呼

吸による CO2放出、暗条件で光合成が停止した際に細胞内に濃縮されていた Ciが放出

された可能性が考えられた。次に、暗条件のまま 0.04%または 0.001%の非常に低い濃

度の CO2通気条件に 3時間移し、LCIBの局在を比較した。0.04% CO2通気条件では

CO2濃度は 18 ± 0.2 µMの低 CO2条件を維持し、LCIBの局在は分散したままであった

が、0.001% CO2通気条件では CO2濃度は 2.6 ± 0.1 µMの超低 CO2条件に低下し、LCIB

は暗条件にも関わらずピレノイド周囲に集合した（図 2-6A）。 
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図 2-6. 暗条件および DCMU添加条件下のMBC-3株における LCIBの細胞内局在 
(A) 暗条件およびシクロヘキシミド（CHX）添加条件における代表的な LCIB-Clover蛍光観察像。緑色
は LCIB-Cloverに由来する蛍光, マゼンタ色はクロロフィルに由来する自家蛍光を示し、中段にその重
ね合わせ像を示す。連続白色光を照射しながら 0.04% CO2通気条件で 24 時間培養した MBC-3 株の細
胞を、0.04% CO2通気条件のまま暗条件に移して 2時間後の細胞を観察した。培地交換後、暗条件のま
ま 0.001% CO2通気条件に移して 3時間、6時間後の細胞を観察した。CHX（10 µg/mL）を添加した時
点を赤色の矢尻で示した。細胞培養液中の CO2濃度を画像の下に示した。DIC：微分干渉像、スケール
バー：5 µm。 
(B) 光合成電子伝達阻害剤 DCMU 添加条件における代表的な LCIB-Clover 蛍光観察像。連続白色光を
照射しながら 0.04% CO2通気条件で 24時間培養したMBC-3株の細胞を、光条件を変えずに 5% CO2通
気条件に移して 1時間後の細胞を観察した。培地交換後、光条件を変えずに 0.04%あるいは 0.001% CO2

通気条件に移して 3時間後の細胞を観察した。DCMU（10 µM）を添加した時点を赤色の矢尻で示した。
細胞培養液中の CO2濃度を画像の下に示した。DIC：微分干渉像、スケールバー：5 µm。 

 

 明条件かつ 0.04% CO2通気条件で処理し、LCIBをピレノイド周囲に局在させた細胞

を用いて、5% CO2通気条件に移すと 1時間後には、CO2濃度は 408 ± 13 µMの高 CO2

条件を示し、LCIBは葉緑体中に分散した（図 2-6B）。次に、0.04% CO2通気条件に移し

てから 3時間後には、CO2濃度は 2.6 ± 0.3 µMの超低 CO2条件に低下し、LCIBはピレ

ノイド周囲に集合した（図 2-6B）。一方、DCMUの添加後に 0.04% CO2通気条件に移す

と 3 時間後には過去の知見通り、LCIB は分散したままであったが、 CO2 濃度は超低

CO2条件ではなく 24 ± 6.6 µMの低 CO2条件を示した（図 2-6B）。CO2濃度が上昇した

理由として、DCMUを添加すると、電子伝達反応の阻害により光合成が停止するため、

CO2が消費されないことが考えられた。そこで、DCMU添加後に 0.001% CO2通気条件

に移したところ、3時間後には CO2濃度は 3.4 ± 0.6 µMの超低 CO2条件を示し、LCIB

はピレノイド周囲に集合した（図 2-6B）。これらの結果から、Yamano et al., 2010で示さ
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れた暗条件および DCMU 添加条件において LCIB が分散する理由は、光の有無ではな

く培養液中の CO2濃度が低下しなかったことが原因であり、暗条件でも超低 CO2条件

まで CO2濃度を低下させると、LCIBはピレノイド周囲へと局在を変化させることが明

らかとなった。 

 先行研究により、暗条件かつ 0.04% CO2通気条件で LCIBが分散した細胞に、タン

パク質合成阻害剤であるシクロヘキシミド（CHX）を添加すると、明条件かつ 0.04% 

CO2通気条件に移しても LCIBのピレノイド周囲への再集合が起こらないことが報告

されている（図 1-5B; Yamano et al., 2014）。このことから、LCIBがピレノイド周囲へ

局在変化するためには、明条件かつ 0.04% CO2通気条件で LCIB以外のタンパク質の

新規合成が必要である可能性や、タンパク質のターンオーバーによって新規合成され

た LCIBがピレノイド周囲へ局在する可能性が議論されていた。しかし、CHXを添加

すると、核にコードされる光合成関連タンパク質および CCM関連タンパク質の合成

が阻害され、光合成が停止した影響で培養液中の CO2濃度が低下せず、LCIBが分散

した可能性も考えられた。そこで、CHXの添加後に培地中の CO2濃度を強制的に超低

CO2条件にした時の LCIBの局在を調べた（図 2-6A）。暗条件かつ 0.04% CO2通気条件

において LCIBが分散した細胞に CHXを添加し、暗条件かつ 0.001% CO2通気条件に 3

時間移した。すると CO2濃度は 3.0 ± 0.1 µMの超低 CO2条件を示し、LCIBはピレノイ

ド周囲へと局在を変化させた（図 2-6A）。以上の結果から、LCIBがピレノイド周囲へ

局在化するためにはタンパク質の新規合成は必要ないこと、また CO2濃度の低下に伴

い LCIB自身が移動することが示唆された。 

 ここまでの LCIBの局在観察では、明条件かつ超低 CO2条件で 24時間処理した細胞

を用いた。そこで、LCIBがピレノイド周囲へと局在化するために、あらかじめ明条件

かつ超低 CO2条件を誘導する必要性を検討するため、明条件かつ高 CO2条件で 24時

間処理した細胞を用いて LCIBの局在変化を観察した。はじめに、細胞を明条件かつ

5% CO2通気条件で処理すると、CO2濃度は 437 ± 30 µMと高く、LCIBは葉緑体全体に

分散した（図 2-7）。次に、明条件かつ 0.001% CO2条件に移すと、3時間後、6時間後

の CO2濃度はそれぞれ 1.3 ± 0.3 µM、1.4 ± 0.5 µMの超低 CO2条件を示し、6時間後に

は LCIBがピレノイド周囲へと集合した（図 2-7）。一方、暗条件かつ 0.001% CO2条件
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に移すと、3時間後、6時間後の CO2濃度はそれぞれ 2.5 ± 0.4 µM、2.1 ± 0.5 µMと超

低 CO2条件を示したにも関わらず、6時間後でも LCIBは葉緑体内に分散したままで

あった。高 CO2条件で処理した細胞を暗条件かつ超低 CO2条件に移しても LCIBはピ

レノイドへ局在しないことから、LCIBがピレノイド周囲に局在変化するためには、

CO2濃度の低下のみでは不十分であり、明条件かつ超低 CO2条件に 6時間以上処理し

ていることが必要であることが示唆された。 

 

図 2-7. 高 CO2条件誘導後のMBC-3株における LCIBの細胞内局在 
緑色は LCIB-Cloverに由来する蛍光, マゼンタ色はクロロフィルに由来する自家蛍光を示し、中段にそ
の重ね合わせ像を示す。連続白色光を照射しながら 5% CO2通気条件で 24時間培養したMBC-3株の
細胞を培地交換し、光条件を変えずに 0.001% CO2を通気した条件、または暗条件かつ 0.001% CO2を
通気条件に移し、3時間および 6時間後の細胞について、LCIB-Clover蛍光を観察した。細胞培養液中
の CO2濃度を画像の下に示した。DIC：微分干渉像、スケールバー：5 µm。 

 

2. LCIB局在異常株の単離 
 溶存 CO2濃度の低下に依存して LCIBがピレノイド周囲へ局在するために必要な因

子を明らかにするため、超低 CO2条件において LCIBの局在が異常を示す変異株をス

クリーニングした。はじめに、lcib変異株 B1へ LCIB-Clover発現コンストラクト

pCT1（図 2-2B）を形質転換し、最も蛍光輝度が高い株 AN-1を作出した。AN-1株は

LCIB-Clover融合タンパク質の蓄積に伴い、LCICの蓄積が回復した（図 2-8A）。さら

に、LCIB-Cloverタンパク質が細胞内で機能的であるかを調べるため、野生株 CC-

5325、B1、および AN-1株における生育判定のためのスポットテストと酸素発生速度

測定を行なった（図 2-8B,C）。スポットテストにより、高 CO2条件（5% CO2）におい
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て、いずれの株においても生育速度に差は無かったが、低 CO2条件（0.04% CO2）、超

低 CO2条件（<0.01% CO2）ともに B1株の生育が顕著に遅延した（図 2-8B）。一方、

AN-1株では、低 CO2条件と超低 CO2条件における生育が CC-5325株と同程度に回復

した。次に、0.04% CO2通気条件に順化した細胞を用いて酸素発生速度を測定したと

ころ、B1株では酸素発生速度が顕著に低下したが、AN-1株において CC-5325株と同

程度まで回復した（図 2-8C）。これらの結果から、AN-1株において LCIB-Clover融合

タンパク質が細胞内で機能的であることが示された。 

 
図 2-8. 変異株スクリーニングの親株に用いた LCIB-Clover発現株 AN-1の表現型 
(A) CC-5325、B1、AN-1株におけるウェスタンブロッティングによる LCIB-Cloverの蓄積量。5% CO2通
気条件で培養した細胞を 5%または 0.04% CO2通気条件に移して 12 時間後の細胞からタンパク質を抽
出した。抗 LCIB特異抗体を用いたとき、交差反応により内在性の LCICも検出された。*は抗 LCIB特
異抗体を用いたときに C9株と 99-4株で検出された非特異的バンドを示すが、その位置は AN-1株で検
出された LCIB-Cloverのサイズと被っている。Histone H3はローディングコントロールに用いた。 
(B) CC-5325、B1、AN-1株における生育判定のためのスポットテスト。OD730を 0.30, 0.15, 0.07に合わ
せた細胞懸濁液を、炭素源を含まない寒天培地に滴下し、連続白色光を照射しながら高 CO2（5%）条
件、低 CO2（0.04%）条件、超低 CO2（0.01%）条件でそれぞれ 4、5、6日間培養し、写真を撮影した。  
(C) CC-5325、B1、AN-1株の酸素発生速度速度のプロット図。5% CO2通気条件で培養した細胞を 5%ま
たは 0.04% CO2通気条件に移してから 12時間後に用いた。細胞内の無機炭素（Ci）を枯渇させた状態
から、NaHCO3を低濃度から徐々に加えた時の酸素発生速度（Y軸）と溶存 Ci濃度（X軸）をプロット
した。実験は独立した 3回以上の測定を行い，典型的な測定値をプロットした。  
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 一方、B1株は lcib変異株に特徴的な超低 CO2条件で酸素発生速度が増加し、低 CO2

条件では減少し、高 CO2条件では再び増加する二相性のグラフを示さなかった。この

原因として、B1株では超低 CO2条件で働く HCO3
–輸送体 HLA3と LCIAの蓄積量が低

下していたことによる可能性が考えられる（図 2-8A）。しかし、AN-1株では野生株と

同程度に HLA3および LCIAの蓄積が相補し、酸素発生速度の回復が認められたた

め、AN-1株において LCIB-Cloverが細胞内で機能的であると考え、AN-1株を LCIB

の局在異常株のスクリーニングの親株として使用した。 

 AN-1株に対して、スペクチノマイシン耐性を付与する aadAカセット（Meslet-Cladière, 

Vallon, 2011）のランダム変異導入を行い、2,400個のスペクチノマイシン耐性株を取得

した。これらについて 1株ずつ LCIB-Clover蛍光の観察を行い、超低 CO2条件でも LCIB

が葉緑体中に分散する局在異常株を 4 株（4-D1、16-F5、21-A5、22-B8）単離した（図

2-9）。これらの株について、aadAカセットの 3’側に設計したプライマー（DP）と縮重

プライマーを用いて TAIL-PCRを行い、それぞれの株のゲノムに aadAが挿入された位

置の近傍配列を得た（表 2-4）。その中から、デンプン鞘の形態が異常を示す 4-D1株に

ついて注目し、解析を進めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-9. スクリーニングによって取得した 4株の LCIBの局在異常株 
明条件かつ 0.04% CO2通気条件で 12時間培養した後の細胞について、LCIB-Clover蛍光を観察した。
緑色は LCIB-Cloverに由来する蛍光, マゼンタ色はクロロフィルに由来する自家蛍光を示し、中段にそ
の重ね合わせ像を示す。DIC：微分干渉像、スケールバー：5 µm。 

  



� ���

表 2-4. LCIB局在異常株において aadAカセットが挿入された配列近傍の遺伝子情報 

株名 遺伝子座 遺伝子名 予測される機能 
aadAの挿入 

部位・方向 

4-D1 Cre03.g155001 ISA1 Isoamylase1（ISA1） 13th intron, – 

16-F5 Cre12.g550850 PSBP1 
Photosystem II Oxygen Evolution 

Enhancer protein 2 
（PSBP1） 

3rd exon, + 

21-A5 
Cre07.g326450 VPS5B Subunit of Retromer complex

（VPS5B） 
1st exon, – 

Cre09.g411200 TEF5 Rieske [2Fe-2S] domain containing 
protein（TEF5） 2nd intron, + 

22-B8 Cre16.g654300 RSP23 Radial spoke protein 23（RSP23） 3rd exon, + 

LCIB 局在異常株において aadA カセットが挿入する遺伝子座（例 Cre16.g654300: Cre はクラミドモ
ナスを、16は染色体番号を、g654300は染色体上の位置を示す）、遺伝子名、コードされるタンパク質
の機能、挿入位置と方向（+：センス方向、－：アンチセンス方向）を示している。 

 

3. LCIB 局在異常株 4-D1 におけるデンプン鞘の形態と LCIB の局在と
の関係 

 4-D1株では、Isoamylase1（ISA1）をコードする Cre03.g155001配列の第 13イントロ

ン内部に aadA カセットの挿入があった（図 2-10A）。aadA カセットの 3’側に設計した

DPプライマーと ISA1配列の 11thイントロン内部に設計した F6プライマーを用いてゲ

ノミック PCRを行なったところ、野生株では増幅が見られず 4-D1株で増幅断片を確認

した（図 2-10A,B）。一方、aadAカセットの 5’ 側に位置する UPプライマーと、ISA1配

列の 14thイントロン内部に設計した R6 プライマーを用いた PCR では増幅断片は確認

できなかったことから、aadA カセットの挿入に伴って aadA の 5’側と ISAのゲノム配

列の境界領域で DNA の組み替えが起きた可能性が示唆された（図 2-10A,B）。次に、

qRT-PCRにより、AN-1株と 4-D1株における ISA1の発現量を調べた（図 2-10C）。AN-

1株では 5% CO2通気条件から 0.04% CO2通気条件に移すことで mRNAの発現が誘導さ

れたが、4-D1 株では検出されなかった。このことから、4-D1 株は aadA カセットの挿

入によって ISA1の発現が損なわれた ISA1欠損変異株であることが示された。 
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図 2-10. 4-D1株における aadAカセットの挿入位置および ISA1の転写物量 
(A) 4-D1株における aadAカセットの挿入箇所。左上に遺伝子座と遺伝子名を示す。黒い四角はエキソ
ン、黒線はイントロン、灰色の四角は非翻訳領域を示す。PCRに用いたプライマーを矢印で示す。ATG
はスタートコドン、TAAはストップコドンを示す。 
(B) 4-D1株における aadAカセット挿入を調べる PCR。DP/F6プライマーセットと F6/R6プライマーセ
ットを用いた。4-D1株の親株である AN-1株をコントロールに用いた。bp：塩基対。 
(C) qRT-PCRによる 4-D1株における ISA1遺伝子の相対的発現量。明条件かつ 5% CO2通気条件に順化
した細胞（0 h）を 0.04% CO2通気条件に移行して、20分（0.3 h）、2時間後（2 h）の細胞を回収し、全
RNAを抽出した。実験は独立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。 

 

 先行研究により、ISA1 遺伝子はデンプン合成変異株である sta7 の原因遺伝子として

報告されており、ISA1にコードされる Isoamylase1はデンプン枝切り酵素としてデンプ

ン合成に必須であることが示されている（Mouille et al., 1996）。4-D1株に見られる表現

型が ISA1 タンパク質の発現によって相補されるかを調べるため、ISA1 遺伝子配列に

CrmCHERRYと 3×FLAGタグを連結した発現プラスミド pTMZ1-ISA1を 4-D1株へ形質

転換した（図 2-11A）。このとき、ゼオシン耐性を付与する bleマーカーを選抜に使用し

た。単離したゼオシン耐性株のうち 2株について、ISA1-CrmCHERRY-3FLAGの蓄積を

調べたところ、C1および C2株ともに、予測質量の 121 kDa付近に、約 110 kDaと 120 

kDa のバンドが検出された（図 2-11B）。ISA1 のタンパク質配列は、GenBank には

AY324649（96.3 kDa）として、Phytozomeには Cre03.g155001（115.7 kDa）として、それ

ぞれ異なる長さのアミノ酸配列が登録されている。従って、検出された二本のバンドは

mRNAのスプライシングバリアントに由来する可能性や、ISA1 配列のプロセシングや

リン酸化およびグリコシル化などの翻訳後修飾による可能性が考えられる。 
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図 2-11. 4-D1株の相補株 C1、C2の単離 
(A) ISA1遺伝子発現プラスミド pTMZ1-ISA1 の構造。PA/R：HSP70A/RBCS2プロモーター、PR：RBCS2
プロモーター、T RBCS2：RBCS2遺伝子の 3’-UTR。ble：ゼオシン耐性遺伝子。 
(B) AN-1、4-D1、C1および C2株におけるウェスタンブロット解析による ISA1-CrmCHERRY-3FLAGと
LCIB-Cloverの蓄積量。5% CO2通気条件で培養した細胞を 5%または 0.04% CO2通気条件に移してから
12時間後に用いた。ISA1-CrmCHERRY-3FLAG の検出には抗 FLAG特異抗体を、LCIB-Cloverの検出に
は抗 LCIB特異抗体を用いた。*は抗 FLAG 特異抗体によって検出される非特異的バンドを示す。ロー
ディングコントロールとして Histone H3を用いた。 

 

 AN-1、4-D1、C1、C2株のデンプン蓄積について、ヨウ素染色により、デンプンの

蓄積レベルを視覚的・定量的に確認した（図 2-12A,B）。AN-1、C1、および C2株はデ

ンプンに由来する暗紫色に呈色した（図 2-12A）。細胞体積あたりのデンプン量はそれ

ぞれ 10.2 ± 0.9 µg mm–3、9.3 ± 1.9 µg mm–3、9.1 ± 0.4 µg mm–3であり、有意な差は

なかった（図 2-12B）。また、ヨウ素液を滴下した細胞を明視野で観察したところ、ピ

レノイド周囲のデンプン鞘の染色が認められた。一方、4-D1株ではデンプンが蓄積し

ないため、ヨウ素液を加えても淡黄色のままであり、ピレノイド周囲のデンプン鞘の

染色も認められなかった（図 2-12A）。4-D1株のデンプン量は 0.8 ± 0.1 µg mm–3とな

り、野生株や相補株の約 8％に低下していた（図 2-12B）。 

 次に、透過型電子顕微鏡（TEM）を用いてデンプン鞘の形態を観察した（図 2-

13A）。AN-1、C1および C2株では、ピレノイド周囲に厚いデンプンプレートによって

構成されるデンプン鞘の発達が認められた。一方、4-D1株ではデンプン鞘の発達は見

られず、ピレノイド周囲に小さな異常デンプン粒が、低密度に集まる様子が観察され

た。ピレノイド周囲のデンプン鞘の面積を定量化したところ、4-D1におけるデンプン
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鞘面積は 0.37 µm2であり、AN-1（1.67 µm2）、C2（2.85 µm2）と比べて顕著に低い値を

示した（図 2-13B）。 

図 2-12. AN-1、4-D1、C1および C2株のデンプンの蓄積レベル 
(A) AN-1、4-D1、C1および C2株におけるヨウ素染色によるデンプンの蓄積レベル。5% CO2通気条件
で培養した細胞を 0.04% CO2通気条件に移して 24時間後の細胞の抽出物を、ヨウ素液によって染色し
た（上段）。細胞培養液にヨウ素液を添加し、明視野で観察した（下段）。スケールバー：5 µm。 
(B) AN-1、4-D1、C1および C2株における細胞体積当たりのデンプン量。5% CO2通気条件で培養した
細胞を 0.04% CO2通気条件に移して 24時間後の細胞についてデンプンの定量測定を行った。実験は独
立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。 

 

 
図 2-13. AN-1、4-D1および C2株のデンプン鞘観察 
(A) AN-1、4-D1 および C2 株におけるデンプン鞘の TEM 観察像。5% CO2通気条件で培養した細胞を
0.04% CO2通気条件に移して 24時間後の細胞を観察した。スケールバー：1 µm。 
(B) TEM 観察像から算出したデンプン鞘の面積。中央値と四分位範囲を示すエラーバーによって表す
（n=35~37）。 
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 AN-1、4-D1、および C2株における CO2濃度変化に応じた LCIB局在パターンを調べ

るために、培養液中の CO2 濃度を測定しながら LCIB-Clover の細胞内局在を観察した

（図 2-14A）。得られた画像から、LCIB-Clover蛍光シグナルの CV値を算出し、LCIBの

局在パターンを定量化し（図 2-14B）、3次元像を構築した（図 2-14C）。はじめに、明条

件かつ 5% CO2通気条件に順化させた条件では、AN-1、4-D1および C2株の CV値の中

央値はそれぞれ 0.77、0.76、0.81 と低い値を示し、LCIB-Clover は葉緑体中に分散した

（図 2-14A,B）。次に、0.04％ CO2通気条件に移してから 12時間後には、全ての株で培

養液中の CO2濃度は 1.7–3.0 µMの超低 CO2条件を示した。この時、AN-1株と C2株の

CV 値はそれぞれ 1.22、1.17 に上昇し、LCIB はピレノイド周囲にリング状に集合した

が、4-D1 株の CV 値は 0.75 と低いままで、LCIB は葉緑体中に分散したままであった

（図 2-14A,B）。さらに、0.04％ CO2通気条件に移してから 24時間後には、全ての株で

培養液中の CO2濃度は 2.1–3.1 µMの超低 CO2条件を維持した。このとき、AN-1と C2

株の CV値は 1.55、1.31とわずかに上昇し、LCIBのピレノイド周囲におけるリング状

の局在を維持した（図 2-14A,B）。一方、4-D1株でも CV値は 1.37へと上昇したが、LCIB

は葉緑体基底側に凝集する局在異常を示した（図 2-14A,B）。24 時間後における LCIB-

Clover蛍光の 3次元構築画像より、AN-1株および C2株では LCIBはピレノイドの周囲

にグローブ状に局在し、4-D1株では一箇所に凝集した（図 2-14C）。これらの結果から、

超低 CO2条件において LCIBがピレノイド周囲にリング状に集合するために、デンプン

の蓄積およびデンプン鞘形成が必要であることが示唆された。 
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図 2-14. AN-1、4-D1および C2株における LCIBの細胞内局在 
(A) AN-1、4-D1および C2株における経時的な LCIB-Clover蛍光観察像。緑色は LCIB-Cloverに由来す
る蛍光, マゼンタ色はクロロフィルに由来する自家蛍光を示し、中段にその重ね合わせ像を示す。明条
件かつ 5% CO2通気条件（0 h）で培養したMBC-3株の細胞を、培地交換後、0.04% CO2通気条件に移
して 12 時間、24 時間後の細胞について、LCIB 蛍光シグナルの局在変化を観察した。細胞培養液中の
CO2濃度をそれぞれの画像の下に示した。DIC：微分干渉像、スケールバー：5 µm。 
(B) AN-1、4-D1および C2株における LCIB-Clover蛍光の局在パターンの定量化。LCIB-Cloverの局在
を定量化するため、それぞれの細胞における LCIB-Clover蛍光強度の変動係数（CV値）を算出した。
CV値は中央値と四分位範囲を示すエラーバーによって表す（n=19~20）。Kruskal-Wallis法による分散分
析を行った後、Dunn 法による多重比較検定を行い、異なる条件間の統計的有意差を評価した。* P 値
<0.05; *** P値<0.001; **** P値<0.0001。 
(C) AN-1、4-D1 および C2 株における LCIB-Clover蛍光の 3 次元構築。(A)に示した明条件かつ 0.04% 
CO2通気 24時間後の細胞について、スタック画像とその 3次元構築像を示す。 
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4. デンプン合成変異株におけるデンプン鞘の形態と LCIB の局在との
関係 

 LCIB のピレノイド周囲への局在とデンプン鞘形成との関係についてさらに調べるた

め、2種類の異なるデンプン合成変異株 sta11-1および sta2-1を用いて LCIBの局在を観

察した。sta11-1は α-1,4 glucanotransferaseの欠損株であり、4-D1株と同様にデンプンを

ほとんど蓄積しない（Colleoni et al., 1999a）。一方、sta2-1は Granule-bound starch synthase 

I（GBSS1）の変異により、アミロースを蓄積せず、修飾アミロペクチンを蓄積し、野生

株と比べて薄いデンプン鞘を形成する（Delrue et al., 1992; Izumo et al., 2011）。これらの

変異株とその親株である CC-4323 についてデンプン鞘の形態を観察した（図 2-15A）。

sta11-1 ではピレノイド周囲に不規則な方向を示す小さいデンプンプレートが数個観察

されたが、ピレノイドを取り囲むデンプン鞘は形成されなかった。sta2-1ではピレノイ

ド周囲に CC-4323 と比べて薄いデンプン鞘形成が観察された。デンプン鞘の面積を定

量化したところ、CC-4323 は 1.45 µm2 であるのに対して sta2-1 は 0.91 µm2 であり、 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2-15. CC-5325、sta11-1、sta2-1株のデンプン鞘観察 
(A) CC-5325、sta11-1、sta2-1株におけるデンプン鞘の TEM観察像。5% CO2通気条件で培養した細胞を
0.04% CO2通気条件に移して 24時間後の細胞を観察した。スケールバー：1 µm。 
(B) TEM 観察像から算出したデンプン鞘の面積。中央値と四分位範囲を示すエラーバーによって表す
（n=35~37）。 
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約 60%に減少していた。sta11-1のデンプンプレート面積は 0.17µm 2であり、CC-4323と

比べて顕著に低い値を示した（図 2-15B）。 

 sta11-1および sta2-1における LCIBの局在変化を調べるため、LCIB-Clover発現プラ

スミド pCT1（図 2-2B）を形質転換し、LCIB-Clover蛍光を示した株をそれぞれ sta11-BC

および sta2-BCと名付けた。CC-4323、sta11-BC、および sta2-BC株について、ヨウ素染

色により、デンプンの蓄積レベルを視覚的・定量的に調べた（図 2-16A,B）。 

 
図 2-16. CC-4323、sta11-BC、sta2-BC株のデンプンの蓄積レベル 
(A) CC-4323、sta11-BC、sta2-BC株におけるヨウ素染色によるデンプンの蓄積レベル。5% CO2通気条件
で培養した細胞を 0.04% CO2通気条件に移して 24時間後の細胞の抽出物を、ヨウ素液によって染色し
た（上段）。細胞培養液にヨウ素液を添加し、明視野で観察した（下段）。スケールバー：5 µm。 
(B) CC-4323、sta11-BC、sta2-BC株における細胞体積当たりのデンプン量。5% CO2通気条件で培養した
細胞を 0.04% CO2通気条件に移して 24時間後の細胞についてデンプンの定量測定を行った。実験は独
立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。 

 

明条件かつ 0.04% CO2通気培養後の細胞を加熱処理し、ヨウ素染色を行うと、sta11-BC

株ではデンプンが蓄積しないため淡黄色のままであり（図 2-16A）、細胞体積あたりの

デンプン量はほとんど検出されなかった（図 2-16B）。一方、sta2-BCでは修飾アミロペ

クチンが蓄積するため、ヨウ素液により赤褐色に呈色し（図 2-16A）、細胞体積あたり

のデンプン量は 7.1 ± 1.2 µg mm–3を示した（図 2-16B）。これらの株について、ヨウ素

液を滴下した細胞を明視野で観察したところ、CC-4323においてデンプン鞘の染色が認

められたが、sta11-BCではデンプン鞘を形成しないため、デンプン鞘の染色は認められ

なかった（図 2-16A）。sta2-BCはデンプン鞘を薄く形成するが、修飾アミロペクチンの

赤褐色の呈色により、視覚的に確認することが困難であった（図 2-16A）。 

 sta11-BCおよび sta2-BC株における CO2濃度変化に応じた LCIB局在パターンを調べ

るために、培養液中の CO2 濃度を測定しながら LCIB-Clover の細胞内局在を観察した
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（図 2-17A）。得られた画像から、LCIB-Clover蛍光シグナルの CV値を算出し、LCIBの

局在パターンを定量化し（図 2-17B）、3次元像を構築した（図 2-17C）。 

 
図 2-17. sta11-BC、sta2-BC株における LCIBの細胞内局在 
(A) sta11-BC、sta2-BC株における経時的な LCIB-Clover蛍光観察像。緑色は LCIB-Cloverに由来する蛍
光, マゼンタ色はクロロフィルに由来する自家蛍光を示し、中段にその重ね合わせ像を示す。明条件か
つ 5% CO2通気条件（0 h）で培養したMBC-3株の細胞を、培地交換後、0.04% CO2通気条件に移して
12時間、24時間後の細胞について、LCIB蛍光シグナルの局在変化を観察した。細胞培養液中の CO2濃
度をそれぞれの画像の下に示した。DIC：微分干渉像、スケールバー：5 µm。 
(B) sta11-BC、sta2-BC株における LCIB-Clover蛍光の局在パターンの定量化。LCIB-Cloverの局在を定
量化するため、それぞれの細胞における LCIB-Clover蛍光強度の変動係数（CV値）を算出した。CV値
は中央値と四分位範囲を示すエラーバーによって表す（n=19~20）。Kruskal-Wallis 法による分散分析を
行った後、Dunn法による多重比較検定を行い、異なる条件間の統計的有意差を評価した。* P値<0.05; 
*** P値<0.001; **** P値<0.0001。 
(C) sta11-BC、sta2-BC株における LCIB-Clover蛍光の 3次元構築。(A)に示した明条件かつ 0.04% CO2通
気 24時間後の細胞について、スタック画像とその 3次元構築像を示す。 
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はじめに、明条件かつ 5% CO2通気条件に順化させた条件では、sta11-BCと sta2-BC株

の CV値はそれぞれ 0.86、0.91と低い値を示し、LCIB-Cloverは葉緑体中に分散した。

次に、0.04％ CO2通気条件に移してから 12時間後には、いずれの株においても培養液

は 1.8–2.9 µM の超低 CO2条件を示した。このとき、sta2-BC 株の CV値は 1.78 に上昇

し、LCIBは正常にピレノイド周囲へ集合したが、sta11-BC株の CV値は 1.03と低いま

まで、4-D1 と同様に LCIB のピレノイド周囲への集合が遅延した。さらに 0.04％ CO2

通気条件に移してから 24時間後には、いずれの株においても培養液は 2.2–2.6 µMの超

低 CO2条件を維持した。このとき、sta2-BC株の CV値は 1.86にわずかに上昇し、LCIB

のピレノイド周囲のリング状の局在は維持された。また、sta11-BC株の CV値は 1.26へ

上昇したが、4-D1と同様に葉緑体基底側に凝集する局在異常を示した。24時間後にお

ける LCIB-Clover蛍光の 3 次元構築画像より、sta2-BC 株では LCIB はピレノイドの周

囲にグローブ状に局在し、sta11-BC株では一箇所に凝集した（図 2-17C）。 

 以上の結果から、超低 CO2条件において、ピレノイド周囲にデンプン鞘が形成された

とき、その厚みと組成に関係なく LCIBはピレノイド周囲へと局在化できることが示唆

された。 

 超低 CO2条件における LCIB のピレノイド周囲への局在化とデンプン鞘形成との関

係について調べるため、さらに 2種類の異なるデンプン合成変異株 sta6-1および sta3-1

において、LCIBの細胞内局在解析を行なった。ADP-glucose pyrophosphorylaseを欠損し

たデンプンを蓄積しない変異株 sta6-1（Zabawinski et al., 2001）と、soluble starch synthase 

III（SSSIII）を欠損したアミロペクチンを少量のみ蓄積し、アミロースを高蓄積する変

異株 sta3-1（Maddelein et al., 1994; Ral et al., 2006）についても同様に、LCIBの細胞内局

在変化を観察した。それぞれの変異株に LCIB-Clover発現プラスミド pCT1（図 2-2B）

を形質転換し、LCIB-Clover 蛍光を示した株をそれぞれ sta6-BC および sta3-BC と名付

けた。はじめに、sta6-BC および sta3-BC 株について、ヨウ素染色により、デンプンの

蓄積レベルを視覚的・定量的に確認した（図 12-18A,B）。明条件かつ 0.04% CO2通気培

養後の細胞を加熱処理し、ヨウ素染色を行うと、sta6-BCでは淡黄色のままであり（図

12-18A）、デンプン量を蓄積していなかった（図 12-18B）。 
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図 2-18. sta6-BC、sta3-BC株のデンプンの蓄積レベル 
(A) sta6-BC、sta3-BC株におけるヨウ素染色によるデンプンの蓄積レベル。5% CO2通気条件で培養した
細胞を 0.04% CO2通気条件に移して 24時間後の細胞の抽出物を、ヨウ素液によって染色した（上段）。
細胞培養液にヨウ素液を添加し、明視野で観察した（下段）。スケールバー：5 µm。 
(B) sta6-BC、sta3-BC株における細胞体積当たりのデンプン量。5% CO2通気条件で培養した細胞を 0.04% 
CO2通気条件に移して 24時間後の細胞についてデンプンの定量測定を行った。実験は独立した 3回以
上の実験の平均値とその標準偏差を示す。 

 

一方、sta3-BCではアミロースを蓄積するため、ヨウ素液により暗紫色に呈色し、細胞

体積あたりのデンプン量は 2.6 ± 0.5 µg mm–3を示した。これらの株について、ヨウ素

液を滴下した細胞を明視野で観察したところ、sta6-BCではデンプン鞘を形成しないた

め、デンプン鞘の染色は認められなかったが、sta3-BCではデンプン鞘の染色が認めら

れ、デンプン鞘を薄く形成することが示唆された（図 2-18A）。 

 sta6-BC および sta3-BC 株における CO2濃度変化に応じた LCIB 局在パターンを調べ

るために、培養液中の CO2 濃度を測定しながら LCIB-Clover の細胞内局在を観察した

（図 2-19A）。得られた画像から、LCIB-Clover蛍光シグナルの CV値を算出し、LCIBの

局在パターンを定量化し（図 2-19B）、3次元像を構築した（図 2-19C）。はじめに、明条

件かつ 5% CO2通気条件に順化させた条件では、sta6-BCと sta3-BC株の CV値はそれぞ

れ 0.87、1.00と低い値を示し、LCIB-Cloverは葉緑体中に分散した。次に、0.04％ CO2

通気条件に移してから 12時間後には、いずれの株においても培養液は 2.7–2.7 µMの超

低 CO2条件を示した。このとき、sta3-BC株の CV値は 1.51に上昇し、LCIBは正常に

ピレノイド周囲へ集合したが、sta6-BC株の CV値は 1.07と低いままで、4-D1と同様に

LCIBのピレノイド周囲への集合が遅延した。さらに 0.04％ CO2通気条件に移してから

24時間後には、いずれの株においても培養液は 2.3–3.0 µMの超低CO2条件を維持した。

このとき、sta3-BC 株の CV値は 1.66 とわずかに上昇し、LCIB のピレノイド周囲のリ
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ング状の局在は維持された。また、sta6-BC株の CV値は 1.21へ上昇したが、4-D1と同

様に葉緑体基底側に凝集する局在異常を示した。24 時間後における LCIB-Clover 蛍光

の 3 次元構築画像より、sta3-BC株では LCIB はピレノイドの周囲にグローブ状に局在

し、sta6-BC株では一箇所に凝集した（図 2-19C）。 

 
図 2-19. sta6-BC、sta3-BC株における LCIBの細胞内局在 
(A) sta6-BCおよび sta3-BC株における経時的な LCIB-Clover蛍光観察像。緑色は LCIB-Cloverに由来す
る蛍光, マゼンタ色はクロロフィルに由来する自家蛍光を示し、中段にその重ね合わせ像を示す。明条
件かつ 5% CO2通気条件（0 h）で培養したMBC-3株の細胞を、培地交換後、0.04% CO2通気条件に移
して 12 時間、24 時間後の細胞について、LCIB 蛍光シグナルの局在変化を観察した。細胞培養液中の
CO2濃度をそれぞれの画像の下に示した。DIC：微分干渉像、スケールバー：5 µm。 
(B) sta6-BC、sta3-BC株における LCIB-Clover蛍光の局在パターンの定量化。LCIB-Cloverの局在を定量
化するため、それぞれの細胞における LCIB-Clover蛍光強度の変動係数（CV値）を算出した。CV値は
中央値と四分位範囲を示すエラーバーによって表す（n=19~20）。Kruskal-Wallis 法による分散分析を行
った後、Dunn法による多重比較検定を行い、異なる条件間の統計的有意差を評価した。*** P値<0.001; 
**** P値<0.0001。 
(C) sta6-BC、sta3-BC株における LCIB-Clover蛍光の 3次元構築。(A)に示した明条件かつ 0.04% CO2通
気 24時間後の細胞について、スタック画像とその 3次元構築像を示す。  
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 以上の結果から、ピレノイド周囲にデンプン鞘を形成しない 3つの変異株（4-D1株、

sta11-1 株、sta6-1 株）において、LCIB の局在異常が再現し、デンプン組成が異なるが

デンプン鞘を薄く形成する 2つの変異株（sta2-1株、sta3-1株）において、LCIBの正常

な局在が認められたことから、ピレノイド周囲のデンプン鞘形成が、その厚みと組成に

関係なく LCIBのピレノイド周囲への局在化に必要であることが示された。 

 

5. デンプン合成変異株の生育と光合成特性 
 LCIBが欠損した変異株では超低 CO2条件で生育が遅延し、低 CO2条件で生育できな

い（Wang and Spalding 2006; Yamano et al., 2010）。デンプン鞘の欠損と LCIBの局在異常

が CCMに与える影響を調べるため、スポットテストによる生育速度を比較した（図 2-

20）。いずれの株も、高 CO2条件では有意な差は認められなかったが、超低 CO2条件で

はデンプン鞘を形成しない 4-D1株および sta11-1株において、親株と比べて顕著な生育

遅延が認められた。これとは対照的に、野生株と比べて薄いデンプン鞘を形成する sta2-

1 は超低 CO2条件でも正常に生育した。デンプン鞘欠損株において、LCIB の局在が異

常を示す超低 CO2条件で生育が遅延したことから、デンプン鞘の形成と LCIBのピレノ

イド周囲への局在化が CCMの維持に必要である可能性が示唆された。 

 
図 2-20. デンプン合成変異株における生育判定のためのスポットテスト 
明条件かつ 5% CO2通気条件で培養した細胞を、OD730が 0.30, 0.15, 0.07になるよう調整した。細胞懸濁
液 3 µLを炭素源を含まないMOPSP寒天培地に滴下し、連続白色光を照射しながら高 CO2（5%）条件、
低 CO2（0.04%）条件でそれぞれ 4日間、超低 CO2（0.01%）条件で 5日間培養し、写真を撮影した。  
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 4-D1 株と sta11-1 株において、超低 CO2条件で顕著な生育遅延が認められたことか

ら、デンプン鞘形成が超低 CO2条件における CCM に重要である可能性が示唆された。

そこで、4-D1、sta11-1 および sta2-1 株の酸素発生速度を測定し、それぞれの親株と Ci

への親和性を比較することで CCMを評価した（図 2-21）。0.04% CO2通気条件で 12時

間または 24時間後培養した AN-1、4-D1、C1および C2株について、酸素発生速度を比

較すると、Vmax値には株間において顕著な差は見られなかったが（表 2-5）、4-D1の K0.5 

(Ci)値は、AN-1、C1および C2株と比べて 1.4–1.7倍高い値を示し、Ci親和性の低下が

認められた（図 2-21）。同様に、sta11-1、sta2-1、およびこれらの親株 CC-4323 につい

て、酸素発生速度を比較すると、sta11-1では Vmax値は CC-4323の 72–75%に低下し（表

2-5）、K0.5(Ci)値は 1.5–1.8倍高い値を示した（図 2-21）。一方、sta2-1の Vmax値は顕著な

差は見られず（表 2-5）、K0.5(Ci)値は、CC-4323と比べて 1.2–1.3倍高いだけで、Ci親和

性の低下が軽減された（図 2-21）。これらの結果から、厚みのあるデンプン鞘が、CCM

誘導時の Ci親和性の維持に必要であることが示唆された。 

 
図 2-21. pH 7.8での超低 CO2条件におけるデンプン合成変異株の Ciに対する親和性 
(A) AN-1、4-D1、C1、C2株の超低 CO2条件における Ci親和性。5% CO2通気条件で培養した細胞を
0.04% CO2通気条件に移してから 12時間、24時間後の細胞を用いて酸素発生速度を測定し、K0.5(Ci)を
算出した。HEPES緩衝液（pH=7.8）を用いて測定した。黒色は AN-1株、赤色は 4-D1株、暗灰色は
C1株、薄い灰色は C2株をそれぞれ示す。実験は独立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を
示す。* P値<0.05、** P値<0.01。 
(B) CC-4323、sta11-1、sta2-1株の超低 CO2条件における Ci親和性。5% CO2通気条件で培養した細胞
を 0.04% CO2通気条件に移してから 12時間、24時間後の細胞を用いて酸素発生速度を測定し、
K0.5(Ci)を算出した。HEPES緩衝液（pH=7.8）を用いて測定した。黒色は CC-4323株、赤色は sta11-1
株、水色は sta2-1株をそれぞれ示す。実験は独立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示
す。* P値<0.05、** P値<0.01。  
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表 2-5. 超低 CO2条件（pH 7.8）におけるデンプン合成変異株の最大酸素発生速度と 
Ci親和性 

株名 生育条件 
Vmax 

[µmol O2 mgChl–1 h–1] 
K0.5 (Ci) [µM] 

AN-1 
0.04% CO2 12時間 216 ± 16 24 ± 5 

0.04% CO2 24時間 230 ± 10 23 ± 3 

4-D1 
0.04% CO2 12時間 219 ± 8 35 ± 7 

0.04% CO2 24時間 221 ± 20 32 ± 3 

C1 
0.04% CO2 12時間 254 ± 3 21 ± 2 

0.04% CO2 24時間 256 ± 5 20 ± 1 

C2 
0.04% CO2 12時間 212 ± 3 21 ± 1 

0.04% CO2 24時間 246 ± 10 22 ± 3 

CC-4323 
0.04% CO2 12時間 219 ± 16 28 ± 2 

0.04% CO2 24時間 241 ± 10 25 ± 3 

sta11-1 
0.04% CO2 12時間 158 ± 23 51 ± 5 

0.04% CO2 24時間 182 ± 13 39 ± 4 

sta2-1 
0.04% CO2 12時間 191 ± 7 36 ± 2 

0.04% CO2 24時間 220 ± 2 31 ± 1 
図 2-21.における最大酸素発生速度と Ci 親和性を示す。5% CO2通気条件で培養した細胞を 0.04% CO2

通気条件に移してから 12時間、24時間後に、HEPES緩衝液（pH=7.8）を用いて酸素発生速度を測定し
た。実験は独立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。 

 

 4-D1における Ci親和性の低下の原因を調べるために、ウェスタンブロッティング

により、CCM関連タンパク質の蓄積量を調べた（図 2-22A）。まず、葉緑体包膜に局

在する HCO3
–輸送体の LCIA、ピレノイドを構成するタンパク質である Rubiscoの大サ

ブユニット RbcLおよび Rubiscoリンカータンパク質 EPYC1/LCI5、また LCIBと複合

体を形成する相互作用因子 LCICの蓄積量を調べたところ、いずれの株においても同

程度の蓄積量を示した。しかし、細胞膜に局在する HCO3
–輸送体の HLA3は、4-D1株

において蓄積が減少しており、相補株（C1, C2）ではその蓄積が回復していた。4-D1

株における HLA3の蓄積量の減少が、HLA3の遺伝子発現量の低下によるものかを調

べるため、qRT-PCRを行った（図 2-22B）。このとき、低 CO2誘導性遺伝子のコントロ

ールとして LCIAの転写産物量も調べた。AN-1株における HLA3と LCIAの転写産物

量は、高 CO2条件に順化した細胞では低く、超低 CO2条件に移してから 20分後に顕
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著に上昇し、2時間後に減少する発現パターンを示した。4-D1株においても HLA3と

LCIAの発現量は、AN-1株と同様の発現パターンを示し、発現量の有意な低下は認め

られなかったことから、HLA3の蓄積量の減少が転写レベルの制御ではなく、翻訳以

降の過程で制御されていることが示唆された。以上の結果から、4-D1の Ci親和性が

低下した理由の一つに、HLA3の蓄積量の減少が関係することが示唆され、さらにデ

ンプン鞘形成の欠損が CCM関連因子の翻訳後調節に影響を及ぼす可能性が示唆され

た。 

 

図 2-22. デンプン合成変異株における HLA3と LCIAの蓄積量と遺伝子発現量 
(A) ウェスタンブロット解析による AN-1、4-D1、C1 および C2株における CCM関連因子の蓄積量。
連続白色光を照射しながら 5% CO2通気条件で培養した細胞を、光条件を変えずに 0.04% CO2通気条件
に移して 12時間後の細胞からタンパク質を抽出した。Histone H3 はローディングコントロールに用い
た。 
(B) qRT-PCRによる AN-1、4-D1株における HLA3の相対的遺伝子発現量。恒常的に発現する Gタンパ
ク質 βサブユニットをコードする CBLP内部標準遺伝子によって補正し、相対値を比較した。連続白色
光を照射しながら 5% CO2通気条件で培養した細胞を（0 h）、光条件を変えずに 0.04% CO2通気条件に
移してから 20分（0.3 h）、2時間後（2 h）の細胞を回収し、全 RNAを抽出した。実験は独立した 3回
以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。Student’s t-testにより同条件における AN-1株と 4-D1株間
の統計的有意差を評価した。*：P値<0.05を示す。 
(C) qRT-PCRによる AN-1、4-D1株における LCIAの相対的遺伝子発現量。CBLP内部標準遺伝子によっ
て補正し、相対値を比較した。連続白色光を照射しながら 5% CO2通気条件で培養した細胞を（0 h）、
光条件を変えずに 0.04% CO2通気条件に移してから 20分（0.3 h）、2時間後（2 h）の細胞を回収し、全
RNAを抽出した。実験は独立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。Student’s t-testによ
り同条件における AN-1株と 4-D1株間の統計的有意差を評価した。 

 

 超低 CO2条件で 4-D1株の Ci親和性が低下した原因が HLA3の蓄積量の減少による
かどうかをさらに検討した。先行研究により、HLA3の挿入変異株は溶存 HCO3

–濃度
が低い pH 6.2において、Ci親和性が野生株と差がないことが示されている（Yamano 

et al., 2015）。そこで、HLA3の機能を無視できる pH 6.2での酸素発生速度を測定した
ところ、いずれの株においても Vmax値の顕著な差は見られなかったが（表 2-6）、4-D1
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株の K0.5(Ci)値は、AN-1、C1および C2株と比べて 1.2倍高い値を示し、pH 7.8の結果
（図 2-21）と比べると Ci親和性の低下は緩和した（図 2-23）。この結果から、4-D1株
の Ci親和性が低下した原因は、HLA3の蓄積量の減少だけでなく、LCIBの局在異常
およびデンプン鞘自身の欠損も関係する可能性が示唆された。 

 
図 2-23. pH 6.2での超低 CO2条件におけるデンプン合成変異株の
Ciに対する親和性 
pH 6.2での超低 CO2条件におけるデンプン合成変異株の Ci親和性。黒色
は AN-1株、赤色は 4-D1株、暗灰色は C1株、薄い灰色は C2株をそれぞ
れ示す。連続白色光を照射しながら 5% CO2通気条件で培養した細胞を、
光条件を変えずに 0.04% CO2通気条件に移してから 12 時間後に用いた。
測定バッファーにはMES緩衝液（pH=6.2）を用いた。独立した 3回以上
の実験の平均値とその標準偏差を示し、Student’s t-test により異なる条件
間の統計的有意差を評価した。*：P値<0.05、**：P値<0.01を示す。  
 

 

 
表 2-6. デンプン合成変異株とその親株における pH 6.2での最大酸素発生速度と 

Ci親和性 

株名 生育条件 
Vmax 

[µmol O2 mgChl–1 h–1] 
K0.5 (Ci) [µM] 

AN-1 0.04% CO2 24時間 237 ± 13 15 ± 1 

4-D1 0.04% CO2 24時間 265 ± 12 17 ± 1 

C1 0.04% CO2 24時間 244 ± 4 14 ± 1 

C2 0.04% CO2 24時間 263 ± 2 14 ± 1 
図 2-23.における最大酸素発生速度と Ci親和性を示す。5% CO2通気条件で培養した細胞を 0.04% CO2通
気条件に移してから 12時間、24時間後に、MES緩衝液（pH=6.2）を用いて酸素発生速度を測定した。実
験は独立した 3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。 

 

 さらに、高 CO2条件では HLA3は蓄積せず、LCIBの局在は分散することから、デ

ンプン鞘欠損株における HLA3の機能と LCIBの局在の影響を無視できる高 CO2条件

で酸素発生速度を測定した（図 2-24）。AN-1、4-D1、C1および C2株では、Vmax値の

顕著な差は見られなかったが（表 2-7）、4-D1株の K0.5(Ci)値は、AN-1、C1および C2

株と比べて 1.4–1.6倍高い値を示した（図 2-24）。同様に、sta11-1における Vmax値は

CC-4323の 76%に低下し（表 2-7）、K0.5(Ci)値は 1.7倍高い値を示し、Ci親和性の低下

が認められた（図 2-24）。この結果から、デンプン鞘欠損株の Ci親和性が低下した原
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因は、HLA3の蓄積量の減少および LCIBの局在異常だけでなく、デンプン鞘自身の欠

損も関係する可能性が示唆された。 

 
図 2-24. pH 7.8での高 CO2条件におけるデン
プン合成変異株の Ciに対する親和性 
(A) AN-1、4-D1、C1、C2株の高 CO2条件における
Ci親和性。5% CO2通気条件で 24時間以上培養した
細胞を用いて酸素発生速度を測定し、K0.5(Ci)を算出
した。HEPES緩衝液（pH=7.8）を用いて測定した。
黒色は AN-1株、赤色は 4-D1株、暗灰色は C1株、
薄い灰色は C2株をそれぞれ示す。実験は独立した
3回以上の実験の平均値とその標準偏差を示す。** 
P値<0.01。 
(B) CC-4323、sta11-1、sta2-1株の超低 CO2条件にお
ける Ci 親和性。5% CO2通気条件で 24時間以上培
養した細胞を用いて酸素発生速度を測定し、K0.5(Ci)
を算出した。HEPES緩衝液（pH=7.8）を用いて測定
した。黒色は CC-4323株、赤色は sta11-1株、水色
は sta2-1株をそれぞれ示す。実験は独立した 3回以
上の実験の平均値とその標準偏差を示す。* P 値
<0.05、** P値<0.01。 

 
表 2-7. 高 CO2条件（pH 7.8）におけるデンプン合成変異株の最大酸素発生速度と 

Ci親和性 

株名 生育条件 
Vmax 

[µmol O2 mgChl–1 h–1] 
K0.5 (Ci) [µM] 

AN-1 5% CO2 24時間 269 ± 6 361 ± 33 

4-D1 5% CO2 24時間 283 ± 14 571 ± 29 

C1 5% CO2 24時間 271 ± 24 352 ± 45 

C2 5% CO2 24時間 210 ± 23 398 ± 43 

CC-4323 5% CO2 24時間 233 ± 6 350 ± 36 

sta11-1 5% CO2 24時間 179 ± 32 579 ± 109 

sta2-1 5% CO2 24時間 234 ± 8 384 ± 34 
図 2-24.における最大酸素発生速度と Ci親和性を示す。5% CO2通気条件で培養して 24時間後に、HEPES
緩衝液（pH=7.8）を用いて酸素発生速度を測定した。実験は独立した 3回以上の実験の平均値とその標
準偏差を示す。 
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考察 
�� LCIBの局在変化は溶存 CO2濃度に依存する 
 先行研究より LCIBは培地に通気する CO2濃度の変化に伴い、局在変化することが示

されていた（Yamano et al., 2010）。本研究では、局在観察時に GCにより培養液中の Ci

濃度を測定し、培地の pHを変えて LCIBの局在観察を行うことで、LCIBの局在変化が

培養液中の Ci 濃度および HCO3
–濃度ではなく、CO2濃度に依存することを明らかにし

た。さらに、LCIBの局在パターンを CV値によって定量化することで、溶存 CO2濃度

が 6.5 µM以下のとき、LCIBはピレノイド周囲に集合することを示した。これは、LCIB

の機能によって定義された超低 CO2条件（<7 µM; Wang and Spalding, 2014a）と一致し

たことから、LCIBの機能と局在変化の関連性が示された。 

 先行研究における DCMU と CHX の添加実験ならびに暗所での LCIB の局在観察か

ら、分散した LCIBがピレノイドへ再集合するためには、光合成、CCMの誘導、明条件

でのタンパク質の新規合成が必要であると考えられていた（Yamano et al., 2010, Yamano 

et al., 2014）。しかし本研究により、LCIBがピレノイドへ再集合するためには、細胞が

あらかじめ明条件かつ超低 CO2条件を誘導する必要があること、また LCIB自身が CO2

濃度の低下に応答して葉緑体内を移動することを初めて示した。LCIB がピレノイド周

囲へと局在化するために、あらかじめ明条件かつ超低 CO2 条件を誘導する必要性があ

る理由として、デンプン鞘構造の必要性が考えられる。明条件かつ超低 CO2条件ではデ

ンプン鞘は発達するが、暗条件または高 CO2 条件ではデンプン鞘形成が阻害される

（Kuchitsu et al., 1988）。デンプン鞘が欠損すると、LCIBはピレノイド周囲への局在化

が遅延し、リング状に局在化できないことから、LCIB のピレノイド周囲への局在化に

は、あらかじめ明条件かつ超低 CO2 条件においてデンプン鞘が形成されている必要性

が考えられる。 

 さらに、LCIB がピレノイド周囲へと局在化するために、あらかじめ明条件かつ超低

CO2条件を誘導している必要がある理由について、2通り議論する。一つ目は、CCM関

連タンパク質の蓄積の必要性である。図 2-6Aおよび図 2-6Bにおいて、それぞれ暗条件

へ 2 時間、高 CO2通気条件へ 1 時間移すことで LCIB を分散させたが、先行研究によ

り、明条件かつ低 CO2誘導性の CCM関連タンパク質が両条件において分解されずに蓄



� ���

積量を維持されることが示されている（Yamano et al., 2014; 佐藤江美、山野隆志、福澤

秀哉：未発表データ）。このことから、LCIBがピレノイドへ再集合するためには、CCM

関連タンパク質の蓄積が必要である可能性が考えられる。二つ目は、未知の細胞骨格構

造の必要性である。LCIB が葉緑体中を移動する機構は明らかにされていないが、明条

件かつ超低 CO2条件において、LCIBの移動に関わる未知の細胞骨格構造の形成が必要

である可能性が考えられる。 

 lcib変異株の F2子株である 99-4株では、5% CO2および 0.04% CO2通気条件に順化し

た両方の条件で、最大酸素発生速度 Vmaxと Ciへの親和性が C9株およびMBC-3株と比

べて有意に低下していた。高 CO2条件でも LCIBは低レベルに蓄積し（図 2-2C）、葉緑

体中に分散していることから、LCIB が高 CO2条件においても低 CO2条件（図 1-7）と

同様に、葉緑体ストロマへ流入した CO2を HCO3
–に変換することで、間接的な CO2取

り込みを担う可能性が示唆された。 

 

�� デンプン鞘形成は CCMに必要である 
 本研究では、LCIB がピレノイド周囲に局在化するために必要な因子を明らかにする

ため、LCIBの局在異常株を単離・解析し、デンプン鞘形成が LCIBの局在化と CCMに

必要であることを明らかにした。先行研究により、デンプン鞘を形成しない isa1アリル

変異株 BAFJ-6の酸素発生速度が測定されたが、光合成における Ci親和性は、野生株の

cw-15 株と比べて有意な差が認められなかったことから、デンプン鞘形成は CCM に関

与しないと考えられてきた（Villarejo et al., 1996）。しかし、BAFJ-6の表現型はその親株

である CC-125と比較されていなかった点や、相補株を用いた解析が行われなかったた

め、本研究で示された 1.4倍程度の K0.5(Ci)値の差が見逃された可能性が考えられる。一

方で、isa1アリル変異株 sta7-10では、親株の野生株 CC-425と比べてわずかに酸素発生

速度が低下することが示されていたが、CCM との関連性については調べられていなか

った（Posewitz et al., 2004）。本研究では、複数のデンプン鞘形成異常株について酸素発

生速度を測定し、親株および相補株の表現型と比較することで、デンプン鞘の形成が超

低 CO2条件における LCIBのピレノイド周囲への局在化と Ci 親和性の維持に必要であ

ることを明らかにした。今後は、緑藻に共通して保存されるデンプン鞘の形成が、他の
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種でも CCM の維持に関わるかについて調べる必要がある。過去に、緑藻 Chlorella 

pyrenoidosa のデンプン鞘欠損株についても、酸素発生速度は野生株と比較して差が無

いことが報告されたが、こちらも親株あるいは相補株を用いた比較が行われておらず、

再検討の必要性が示唆された（Plumed et al., 1996）。 

 4-D1と sta11-1株は、超低 CO2条件だけでなく高 CO2条件においても Ciへの親和性

の低下が認められた（図 2-24）。デンプン鞘はCO2濃度の低下に伴い発達するが（Kuchitsu 

et al., 1988; Ramazanov et al., 1994）、高 CO2条件に移した細胞でも TEM観察像によって

デンプン鞘構造が観察されている（Kuchitsu et al., 1988; Mackinder et al., 2016）。デンプ

ン鞘が完全に消失するためには、高 CO2条件に移してから 72時間の長時間を要するこ

とが示されている（Ramazanov et al., 1994）。また、高 CO2条件に順化した細胞に光合成

電子伝達阻害剤 DCMUあるいは脱共役剤 FCCPを添加すると、細胞内の Ciプールが減

少することから、高 CO2条件においても CO2濃縮能を持つことが、生理学的な実験に

よって示されている（Badger et al., 1980）。近年、デンプン鞘の形態が異常を示す saga1

変異株が単離され、saga1変異株は高 CO2と CO2欠乏条件の両条件で、酸素発生速度の

低下を示した（Itakura et al., 2019）。これらの知見から、デンプン合成およびデンプン鞘

形成は、CO2欠乏条件と高 CO2条件の両条件において、ピレノイド内部の Rubisco周囲

へ CO2を濃縮する役割を担う可能性が考えられる。 

 厚みのあるデンプン鞘は、ピレノイドから漏れ出る CO2 の拡散を制限する物理的な

障壁の役割を担う可能性だけでなく、葉緑体ストロマに接するチラコイド膜上で発生し

た O2が、ピレノイド内の Rubisco のカルボキシラーゼ活性を阻害することを防ぐ役割

を担う可能性も考えられる。このような O2を排除する機構は、チラコイド膜がピレノ

イドに貫入したピレノイドチューブに酸素発生型の光化学系 II が存在しない事実や

（McKay and Gibbs, 1991）、ピレノイドが液-液相分離して Rubiscoの基質となる CO2と

RuBP をドロプレットの内部に隔離し O2を排除するモデルと整合性がある。デンプン

鞘の形成によって、O2発生部位と CO2固定部位を空間的に分離することで、Rubiscoの

オキシゲナーゼ反応を抑制し、カルボキシラーゼ反応を促進する可能性が考えられる。

これにより、光呼吸によるエネルギー損失を効率的に抑えることができると考えられる。 

 4-D1株において、HLA3の蓄積レベルの低下が認められたが、HLA3遺伝子発現量に
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差は無かったため、4-D1 株では HLA3 が翻訳後修飾あるいはタンパク質の分解を受け

ている可能性が示唆された（図 2-22A,B）。デンプン鞘が欠損すると、ピレノイド周囲に

おける CO2のバリア機能が損なわれ、葉緑体内の CO2濃度勾配が変化すると考えられ

る。このことから、HLA3の蓄積量が細胞内の CO2濃度環境によって調節される可能性

が考えられる。 

 

�� デンプン鞘形成は LCIBのピレノイド周囲への局在化に必要である 
 超低 CO2条件において、デンプン鞘形成が LCIBのピレノイド周囲への局在化に寄与

する仕組みについて議論する。光照射下で 5% CO2通気条件から 0.04% CO2通気条件へ

と移すと、5–6 時間後にピレノイド周囲のデンプン鞘の発達が完了し、また、LCIB の

ピレノイドへの局在化も 6時間後に完了する（Kuchitsu et al., 1988; Ramazanov et al., 1994; 

Yamano et al., 2010）。CO2濃度の低下に伴うデンプン鞘の発達と LCIB のピレノイドへ

の局在化のタイミングが一致することから、ピレノイド周囲のデンプン鞘は、LCIB が

ピレノイド周囲に局在するための足場として機能する可能性が考えられる。そのため、

デンプン鞘が欠損した株では、超低 CO2条件に移すと LCIBは遅れてピレノイド周囲に

集合するが、ピレノイド周囲にリング状に配置できず、葉緑体基底側に凝集したと考え

られる。 

 LCIB および LCIC はいずれも葉緑体ストロマ中に可溶性タンパク質として存在し、

デンプン結合ドメインを持たない（Yamano et al., 2010）。そのため、LCIB/LCIC複合体

がデンプン鞘に直接結合する可能性は低く、未知のリンカータンパク質を介して

LCIB/LCIC複合体がデンプン鞘の外側に配置される可能性が考えられる。近年、デンプ

ン結合モチーフ（carbohydrate-binding module family 20; CBM20）を持つ SAGA1がデン

プン鞘の内側に結合し、デンプンプレートの端側のデンプンプレートの伸長を抑えるこ

とで、厚みのあるデンプン鞘形成を調節するモデルが提唱された（Itakura et al., 2019）。

このように、LCIB/LCIC 複合体もデンプン結合モチーフを持つ未知因子を介してデン

プン鞘の外側に局在する可能性がある。例えば、CBM48を持つ starch branching enzyme 

3（SBE3）と、CBM20を持つ low-CO2-inducible protein 9（LCI9）は、ピレノイド周囲に

局在することが示されており（Mackinder et al., 2017）、これらが LCIBとデンプン鞘の

リンカーの役割を持つ可能性がある。さらに、ISA1 自身も CBM48 を持つため、LCIB
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とデンプン鞘のリンカーとして働く可能性がある。ISA1の N末端には予測葉緑体移行

シグナルが存在することから、葉緑体に局在すると予測されており（ChloroP; 

Emanuelsson et al., 1999）、ピレノイドのプロテオーム解析によっても検出されている

（Zhan et al., 2018）。ピレノイドの液-液相分離の特性により、質量が大きいタンパク質

を排除し、ピレノイド内部に局在するタンパク質は 80 kDa 未満に限定される（Updike 

et al., 2011; Mackinder et al., 2017）。そのため、ISA1（91 kDa）はピレノイドマトリック

スから排除され、ピレノイドの外側に局在する可能性がある。本研究では、ISA1 の細

胞内局在を調べるため、4-D1 株へ ISA1-CrmCHERRY-3FLAG 発現コンストラクトを形

質転換したが、CrmCHERRY由来の蛍光シグナルは検出されなかった。また、isa1のア

リル変異株である BAFJ-6株（Ball et al., 1991）へ LCIB-Cloverコンストラクトの形質転

換を試みたが、形質転換効率が低く、形質転換体は取得できなかった。さらに、BAFJ-

6株において抗 LCIB特異抗体を用いた間接的免疫蛍光染色も試みたが、BAFJ-6株の細

胞は poly-L-lysin 処理されたスライドガラスに接着できない性質を示し、観察が困難で

あった。今後、C1 および C2 株において抗 FLAG 特異抗体を用いることで、ISA1-

CrmCHERRY-3FLAG 融合タンパク質を標的とした間接的免疫蛍光染色などの方法で

ISA1の細胞内局在を調べる必要がある。 

 近年、インタラクトーム解析により、LCIB の相互作用因子としてベストロフィン様

タンパク質 BST1、BST-2、BST-3が同定された（Mackinder et al., 2017; Mukherjee et al., 

2019）。クラミドモナスのベストロフィン様タンパク質は 4つの膜貫通ドメインを持ち、

シロイヌナズナのクロライドチャネルAtVCCN1のアミノ酸配列と 30%の類似度を示す

（Mukherjee et al., 2019）。さらに、ベストロフィン様タンパク質はチラコイド膜に局在

し、ピレノイドを除く葉緑体領域に比べて特にピレノイド近傍に 1.46 倍多く局在する

ことが示された（Mukherjee et al., 2019）。しかし、LCIBのピレノイド周囲の局在化にこ

れらのタンパク質が関わっているかどうかについては不明である。3つのベストロフィ

ン様タンパク質の機能が冗長的であることが示唆されていることから（Mukherjee et al., 

2019）、これらの三重変異体を作出して LCIBの局在観察行うことで、LCIBの局在との

関連性を明らかにできると考えられる。 

 デンプン鞘が、LCIB がピレノイド周囲へ局在化する足場の役割を持つとすれば、ピ
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レノイド周囲に局在する LCIB以外のタンパク質についても、デンプン鞘を足場となる

可能性が考えられる。今後、デンプン鞘の欠損株において、LCIB と LCIC 以外のピレ

ノイド近傍に局在するタンパク質（Mackinder et al., 2017）についても、その局在が正常

に維持されるかどうかについて明らかにする必要がある。 

 

4. 4-D1株における ISA1遺伝子発現量 
 先行研究により、ISA1 アリル変異株である sta7-1 では、光独立栄養条件で培養した

場合には、電子顕微鏡観察により、ストロマデンプン粒とピレノイド周囲のデンプン鞘

は形成されなかったのに対して（Mouille et al., 1996）、本研究で単離した 4-D1株では、

ピレノイド周囲にデンプン鞘の代わりに小さいデンプン粒が観察されたことから、4-D1

株において ISA1 遺伝子発現が完全に抑制されていない可能性を考えた。しかし、4-D1

株において aadA カセットは 536 番目のアミノ酸配列の位置に挿入しており（図 3-1）、

ISA1の機能に重要なα-アミラーゼ触媒ドメインの機能が損なわれている可能性が高い。

さらに、ゲノミック PCRの結果より、aadAカセットの挿入により染色体の乗り換えが

起きていることも予想されている（図 2-10B）。4-D1株においてピレノイド周囲に小さ

いデンプン粒が観察された理由として、CO2欠乏条件の誘導時間や細胞密度などの培養

条件の違い、あるいは親株の違いによる可能性が考えられる。 

�  
図 3-1. Isoamylase1（ISA1）のアミノ酸配列および機能ドメイン 
ISA1遺伝子に aadAカセットが挿入された位置に相当するアミノ酸残基を赤色の数字で示す。cTP: 葉
緑体移行シグナル、CBM_48: Carbohydrate-binding module 48 (糖結合モジュール)、Alpha amylase: α-ア
ミラーゼ 触媒ドメイン。 

 

5. デンプン合成阻害が光合成に与える影響 
 陸生植物では、シンク器官（貯蔵組織など）における炭水化物の蓄積を促進すると、

転流により、ソース器官（葉）における光合成は促進される。一方で、ソース器官（葉）

における炭水化物の蓄積は、光合成を抑制する.Paul and Foyer 2001��シロイヌナズ
ナの ADP-グルコースピロホスホリラーゼ変異体では、野生株と比べて光合成能力が低



� �
�

下することが示されており、これはデンプン合成が抑制され、トリオースリン酸が利用

されないことが、光合成のネガティブフィードバックを引き起こすと考えられている

（Sun et al., 1999）。さらに、葉にデンプンが蓄積すると、物理的に CO2の拡散が制限さ

れ、光合成が低下することが示唆されている（Paul and Foyer, 2001）。6$(1#
陸
生植物ではilx �vZ�$=W7�@�>HSW>%e�#�|7,�0+
6 3�),�0+3
�~クラミドモナスにおける、デンプン合成による光合成の
フィードバックの知見はほとんど知られていない。4-D1株は Ciへの親和性が低下して

いたが、Vmaxは AN-1株と同程度の値を示した（表 2-5）。従って、4-D1株では CCMの

活性が低下しているものの、デンプン合成阻害による光合成のネガティブフィードバッ

クは生じていないと考えられる。興味深いことに、C2 株では AN-1 と比べてデンプン

鞘面積が上昇し（図 2-13）、C1と C2株において、Vmax値が AN-1および 4-D1株と比べ

て有意に上昇した（表 2-5）。この理由として、ARプロモーターによる ISA1遺伝子の過

剰発現により、デンプン合成が促進され、デンプンの蓄積量が上昇したことにより、光

合成能力が上昇した可能性が考えられる。 

 

6. ピレノイド周囲における CO2リサイクルモデル 
 本研究は、ピレノイド周囲のデンプン鞘が CCM における Ci 親和性の維持に必要で

あることを示した。最近、LCIB/LCIC複合体とベストロフィン様タンパク質が協調して

ピレノイド周囲における CO2のリサイクルに関わるモデルが提唱された（Mukherjee et 

al., 2019）。過去の抗 LCIB特異抗体を用いた免疫電子顕微鏡像により、チラコイド膜が

貫入するデンプン鞘の隙間（約 100 nm; 図 1-1E; Engel et al., 2015）近傍に、LCIBが局

在するように観察される（図 1-8; Yamano et al., 2010）。これらのことから、野生型クラ

ミドモナスにおけるピレノイド周辺の CO2 のリサイクル機能について、以下のモデル

を考えた（図 3-2A）。まず、デンプン鞘が物理的な障壁となってピレノイドから CO2が

漏れ出ることを防ぐ。しかし、デンプン鞘にはチラコイド膜が陥入するための間隙が存

在する。そこで、その隙間に密に局在する LCIB/LCIC 複合体が、デンプン鞘の間隙を

通ってピレノイドから漏れ出た CO2を HCO3
–へと変換する。変換された HCO3

–はベス

トロフィン様タンパク質の働きにより、再びチラコイド膜ルーメンへと取り込まれる。

最後に、チラコイド膜ルーメンに局在する炭酸脱水酵素 CAH3 によって CO2へと変換
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され、ピレノイドマトリックスへ CO2が供給される。 

 一方、デンプン鞘の欠損株では、デンプン鞘による CO2のバリアとしての機能が失わ

れただけでなく、LCIB が葉緑体基底側で凝集するため、CO2のリサイクルの機能の一

部も失われ、Ciへの親和性が低下すると考えられる（図 3-2B）。今後は、デンプン鞘形

成は正常で、LCIB の局在のみが異常を示す変異株を取得することにより、デンプン鞘

によるバリアと LCIB/LCIC 複合体によるリサイクルのどちらがより CCM に貢献する

かについて明らかにできると考えられる。 
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図 3-2. 超低 CO2条件におけるピレノイド周辺における CO2のバリア・リサイクル機構 
(A) 野生株における CO2のバリア・リサイクル機構。(1)デンプン鞘が物理的なバリアの役割により、ピ
レノイドから CO2が漏れ出ることと O2がピレノイドへと侵入することを防ぐ。(2)デンプン鞘の間隙を
通過してピレノイドから漏れ出た CO2 は、LCIB/LCIC 複合体により HCO3

–へと変換される。
(3)LCIB/LCIC 複合体によって変換された HCO3

–は、ベストロフィン様タンパク質により、再びチラコ
イド膜ルーメンへと取り込まれる。(4)チラコイド膜ルーメンに輸送された HCO3

–は、炭酸脱水酵素
CAH3によって CO2へと変換され、ピレノイドマトリックスへ CO2が供給される。 
(B) デンプン鞘欠損株における CO2のバリア・リサイクル機構。デンプン鞘の欠損により、ピレノイド
のバリアとしての機能が失われるため、ピレノイドから CO2が漏れ出てしまい、ピレノイドへと O2が
侵入する。さらに、LCIBの局在異常により、リサイクルの機能も一部失われる。  
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7. LCIBがピレノイド周囲に集合する機構 
 本研究により、デンプン鞘が LCIBのピレノイド周囲への正常な局在化に必要である

ことが明らかになったが、LCIBが CO2濃度の低下に伴いピレノイドへと移動する機構

は不明である。デンプン鞘の欠損株においても、葉緑体中に分散した LCIB-Cloverシグ

ナルは葉緑体基底側へと移動したことから、LCIB はデンプン鞘形成に関係なく、CO2

濃度変化に応答することが示された。CCMが駆動する間、Ciプールはピレノイド内部

とその近傍に維持されるため、ピレノイド周囲の CO2 濃度は葉緑体全体と比べて相対

的に高いと考えられる。これを考慮すると、LCIB自身が、または LCICなどの LCIBの

相互作用因子が CO2 濃度の高い場所へ向かって局在する性質を持つ可能性が考えられ

る。デンプン鞘が欠損した変異株では、ピレノイドから CO2が漏れ出るため、ピレノイ

ド近傍の Ciプールが維持されず、葉緑体中の CO2濃度勾配の変動が遅れ、結果として

LCIBのピレノイド周囲への局在化が遅延した可能性が考えられる（図 2-14; 図 2-17; 図

2-19）。さらに、CHX 添加により新規タンパク質合成を阻害しても、LCIB は CO2濃度

の低下に伴いピレノイド周囲へと局在変化することから、LCIB の局在変化が LCIB の

分解と再合成によるものではなく、LCIB自身が移動することが示された（図 2-6A）。 

 本研究では、順遺伝学的なタンパク質局在異常株のスクリーニングをきっかけとして、

CCM におけるデンプン鞘の役割を明らかにした。このことは、表現型観察による変異

株スクリーニングが新規のCCM因子や制御機構を明らかにするために依然として重要

であることを示している。一方で、変異株スクリーニングのプロセスにおいて律速とな

る作業が、目的の表現型を持つ細胞の「選抜」であり、時間を要する作業が表現型の「記

述」である。近年、大規模かつ超高速な変異株スクリーニング技術（画像活性型細胞選

抜法：intelligent image-activated cell sorting; iIACS）が開発され、1秒間に 100個以上の

細胞を観察しながら、その内部の分子構造や形態などの様々な空間的情報を深層学習に

より判断し、興味ある細胞を 1 つずつソーティングすることができるようになった

（Nitta et al. Cell 2018）。例えば、LCIB-Clover蛍光の CV値のリアルタイム計算に基づ

き、従来手法よりも約 6,500倍の速さで LCIBの局在異常株のスクリーニングすること

に成功している（図 3-3）。今後は、このような技術を用いることで、LCIBのみならず

他のCCM関連タンパク質の局在異常株を選抜することが可能となるだろう。ひいては、
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CCM 関連タンパク質の網羅的な局在ネットワークが CCM の駆動と制御に与える影響

について調べることが可能となると期待される。 

 

図 3-3. intelligent image-activated cell sorting（iIACS）を用いた LCIB局在異常株の超高速ス
クリーニング 
(A) 細胞集団から選抜された変異株の CV値散布図。発現株を用いた青色はソーティングされなかった
細胞集団のイベント数を、赤色はソーティングされた細胞集団のイベント数を示す。 
(B) BC-9株と単離した LCIB局在異常株の共焦点顕微鏡像。緑色は LCIB-Cloverに由来する蛍光, 赤色
はクロロフィルに由来する自家蛍光を示し、右列にその重ね合わせ像を示す。BC-9株：C9株に
LCIB-Cloverを発現させた株。変異株 1,2,3：BC-9株へパロモマイシンに耐性を付与する AphVIII遺伝
子カセットをランダムに挿入し取得した変異株。炭素源を含まない TP培地で光独立栄養条件に移し
てから 12時間後の細胞を観察した。DIC：微分干渉像、スケールバー：5 µm。 
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結論 

 本研究により、LCIB のピレノイド周囲への局在変化は、培地中の溶存 HCO3
–濃度で

はなく溶存 CO2濃度の低下に依存することが明らかになった。また、LCIBがピレノイ

ド周囲に局在変化するためには CO2 濃度の低下のみでは不十分であり、あらかじめ細

胞を明条件かつ超低 CO2条件に 6 時間以上処理している必要があることが判明した。

さらに、LCIB がピレノイド周囲へ局在化するためにはタンパク質の新規合成は必要な

く、LCIB自身が葉緑体内を移動することが示唆された。 

 これまで役割が明確でなかったピレノイド周囲に形成されるデンプン鞘が、LCIB の

ピレノイド周囲への局在化と CCM の駆動に伴う超低 CO2条件における Ci 親和性の維

持に必要であることが明らかになった。 
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実験材料及び方法 

使用株と培養条件 

 本研究に用いた Chlamydomonas reinhardtiiの株名と遺伝子情報を表 3-1に示す。CCM

及び光合成が正常な野生株として、CC-5325株（mt–）、CC-4323株（mt–）、C9株（mt–）、

CC-1690 株（mt＋）を使用した。C9 株は国立環境研究所の微生物系統保存施設

（https://mcc.nies.go.jp/index.html）に NIES-2235株として保存されている。その他、CC-

5325株（mt–）、CC-4323株（mt–）、sta2-1株（mt–, sta2）、sta3-1株（mt–, sta3）、sta6-

1株（mt+, cw15, arg7, sta2）、sta7-1株（mt+, cw15, arg7, sta7）および sta11-1株（mt–, 

sta11）は、Chlamydomonas resource centerから取り寄せた。lcib変異株（LMJ.RY0402.173287）

は、挿入変異株ライブラリーCLiP（Li et al., 2016）より取り寄せ、B1株（mt–, lcib , aphVlll）

と名付けて使用した。クラミドモナス株の維持には、固形あるいは液体の Tris-acetate-

phosphate培地 （TAP培地; Harris, 1989）を用いて混合栄養条件にて培養した。光合成

活性測定や局在観察等、全ての生理学実験時の光独立栄養条件での培養には、炭素源を

含まない phosphate培地に 20 mMのMOPS（pH 7.0）を添加したMOPSP培地を用いた。 

 生理学的実験に用いた細胞は、5 mLの TAP培地で 12時間以上前培養した後、50 mL 

MOPSP 培地で、5 % CO2を含む空気を通気して 24 時間培養した。細胞は遠心分離し

（600×g, 5分, 25°C）、ペレットを 50 mL MOPSP培地に再懸濁し、5% CO2、0.04% CO2、

0.12% CO2、0.01% CO2あるいは 0.001% CO2を含む空気を通気して培養した。0.04%の

CO2を含む空気は、エアーコンプレッサ由来の圧縮空気をそのまま用いた。0.01% CO2

あるいは 0.001% CO2を含む空気は、通常の空気（0.04% CO2）を 2Nの NaOH水溶液 100 

mLにそれぞれ 1回、2回通気することで調整した。5% CO2を含む空気は、液化炭酸ガ

スボンベ（岩谷産業株式会社）由来の CO2ガスと室外に置いたエアーコンプレッサ（尼

寺空圧工業株式会社）由来の圧縮空気を混合して調製した。0.12% CO2を含む空気はハ

イブロー（エアーポンプ）C-8000（キョーリン）由来の圧縮空気と液化炭酸ガスボンベ

（岩谷産業株式会社）由来の CO2ガスを混合して調整した。圧縮空気の流量及び混合ガ

スの流量と混合比は、ガス混合用流量計（Model RK120XM; KOFLOC）と LI-7000/クロ

ーズドパス CO2/H2Oアナライザー（メイワフォーシス）を用いて調製・測定した。 

 培養時の光条件は、白色蛍光灯を用いて前培養時は約 60 µmol photons m–2 s–1、通気培
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養時は約 120 µmol photons m–2 s–1 の光強度で照射した。光強度の測定は、Light Meter

（model LI-250; LI-COR）を用いた。培養の温度は 25°Cとした。 

 
表 3-1. 本研究に用いたクラミドモナス株名と遺伝子情報 

株名 遺伝子型 
遺伝子発現に用いたプロモーター 

および 3’-UTR  
文献 

C9 Wild-type N.A. Fukuzawa et al., 2001 
CC-1690 Wild-type N.A. Harris, 1989 

CC-5325 Wild-type N.A. Li et al., 2016 

B1 lcib, AphVIII  
AphVIIIの発現に Hsp70Aと RbcS2のタ
ンデムプロモーター(AR) と RbcS2の 3’-
UTRを使用した。 

Li et al., 2016; this 
study 

AN-1 
lcib, AphVII, 
AphVIII, LCIB-
Clover 

AphVIIIの発現に ARプロモーターと
RbcS2の 3’-UTRを使用した。 
LCIB-Cloverの発現に ARプロモーター
と RbcS2の 3’-UTRを使用した。 

This study 

4-D1 
lcib, isa1, AphVII, 
AphVIII, LCIB-
Clover, AadA 

AphVIIIの発現に ARプロモーターと
RbcS2の 3’-UTRを使用した。 
LCIB-Cloverの発現に ARプロモーター
と RbcS2の 3’-UTRを使用した。 

This study 

C1 

lcib, isa1, AphVII, 
AphVIII, LCIB-
Clover, AadA, ISA1-
mCherry-3×FLAG, 
Ble 

AphVIIIの発現に ARプロモーターと
RbcS2の 3’-UTRを使用した。 
LCIB-Cloverの発現に ARプロモーター
と RbcS2の 3’-UTRを使用した。 
ISA1-CrmCHERRY-3×FLAGの発現に AR
プロモーターと RbcS2の 3’-UTRを使用
した。 
Bleの発現に RbcS2のプロモーターと 3’-
UTRを使用した。 

This study 

C2 

lcib, isa1, AphVII, 
AphVIII, LCIB-
Clover, AadA, ISA1-
mCherry-3×FLAG, 
Ble 

AphVIIIの発現に ARプロモーターと
RbcS2の 3’-UTRを使用した。 
LCIB-Cloverの発現に ARプロモーター
と RbcS2の 3’-UTRを使用した。 
ISA1- CrmCHERRY-3×FLAGの発現に
ARプロモーターと RbcS2の 3’-UTRを
使用した。 
Bleの発現に RbcS2のプロモーターと 3’-
UTRを使用した。 

This study 

N.A.は該当なし（not applicable）を示している。 

（次頁に続く） 
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表 3-1. 本研究に用いたクラミドモナス株名と遺伝子情報 

株名 遺伝子型 
遺伝子発現に用いたプロモーター 

および 3’-UTR  
文献 

CC-4323 Wild-type N.A. 
Delrue et al., 1992;  
Colleoni et al., 1999a; 
Colleoni et al., 1999b; 

sta2-1 sta2 N.A. 

Delrue et al., 1992; 
Maddelein et al., 1994; 
Wattebled et al., 2002; 
Izumo et al., 2011 

sta3-1 sta3 N.A. 
Maddelein et al., 1994; 
Buleón et al., 1997; Ral 
et al., 2006 

sta6-1 
cw15, arg7, sta6; 
Arg7 

N.A. 

Ball et al., 1991; Iglesias 
et al., 1994; van den 
Koornhuyse et al., 1996; 
Zabawinski et al., 2001 

sta7-1 
cw15, arg7, sta7; 
Arg7 

N.A. 

Mouille et al., 1996; 
Ramazanov et al., 1994; 
Dauvillée et al., 1999; 
Dauvillée et al., 2001a; 
Posewitz et al., 2004 

sta11-1 sta11 N.A. 
Colleoni et al., 1999a; 
Colleoni et al., 1999b; 
Wattebled et al., 2003 

sta2-BC 
sta2-1; LCIB-
Clover, aphVII 

LCIB-Cloverの発現に ARプロモーター
と RbcS2の 3’-UTRを使用した。 

This study 

sta3-BC 
sta3-1; LCIB-
Clover, aphVII 

LCIB-Cloverの発現に ARプロモーター
と RbcS2の 3’-UTRを使用した。 

This study 

sta6-BC 
sta6-1; LCIB-
Clover, aphVII 

LCIB-Cloverの発現に ARプロモーター
と RbcS2の 3’-UTRを使用した。 

This study 

sta11-BC 
sta11-1; LCIB-
Clover, aphVII 

LCIB-Cloverの発現に ARプロモーター
と RbcS2の 3’-UTRを使用した。 

This study 

N.A.は該当なし（not applicable）を示している。 
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交配による四分子解析 

 四分子解析は、顕微鏡 (BX41; Olympus) に対して NARISHIGE 社のマニピュレータ

ーとシンガー社のニードルを付けた顕微鏡を用いて、プレート上で接合子の分離を行っ

た。まず、B1株（lcib, mt–）と CC-1690 株（mt+）を、1/5N窒素源 TAPプレート上で 4

日間培養し、配偶子誘導培地で 2回ウォッシュした後、80 µmol photons m–2 s–1 の光照

射下で 3時間振とう培養した。B1株と CC-1690 株の細胞を混合し、1時間静置した後、

細胞懸濁液 500 µLを 3%（w/v）寒天 TAP培地に撒き、暗所で 1週間静置した。 

成熟した接合子を得るため、カミソリの刃でプレート表面の細胞を取り除き、プレート

表面に残った接合子を白金糸で掻き取った。80 µmol photons m–2 s–1 の光照射下で接合

子をハッチングさせ、ニードルにより四分子を分離した。交配によって得られた F1 子

株 73-4（lcib, mt+）と C9株（mt–）を同様に交配させ、F2子株 99-4（lcib, mt+）を取得し

た。 

 

エレクトロポレーション法によるクラミドモナス細胞の形質転換 

 クラミドモナスの細胞への形質転換は、Yamano et al., 2020に従い、エレクトロポレ

ーターNEPA21（Nepa Gene）を用いたエレクトロポレーションを行った。 

対数増殖期まで振とう培養した細胞を回収し、Max Efficiency（Invitrogen）に懸濁し、細

胞濃度を 1×108 cells mL–1に調整した。細胞膜に孔をあけるためのポアリングパルスを

電圧 300 V、パルス幅 12 ms、パルス間隔 50 ms、減衰率 10%の電気条件で、極性を正荷

電にして 2回与えた。また外来 DNAを細胞内に送り込むためのトランスファーパルス

を電圧 20 V、パルス幅 50 ms、パルス間隔 50 ms、減衰率 40%の電気条件で、極性を正・

負電荷で切り替えてそれぞれ 1 回与えた。エレクトロポレーション後、細胞を 40 mM

のスクロースを含む TAP液体培地 10 mLに懸濁し、ROTATOR RT-50（TAITEC）でゆっ

くりと回しながら、暗所かつ 25°C で、約 14 時間回復培養を行った。回復培養後の細

胞を遠心により回収し、細胞を薬剤入りの TAP 寒天プレートに撒き、80 µmol photons 

m–2 s–1 の光照射下で培養し、コロニーを形成させた。 
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LCIBの局在異常株のスクリーニング 

 AN-1株を親株に、上記に述べたエレクトロポレーション法によってスペクチノマイ

シンに耐性を付与する aadA遺伝子カセットをランダムに挿入し、形質転換体を選抜し

た。MOPSP培地を入れた 96穴タイタープレートのウェルに、形質転換体 2,400株を

ひとつずつ入れ、0.04% CO2を通気した生育チャンバーに静置して培養した。12時間

後に、24穴の撥水性印刷スライドグラス（松浪硝子工業）を用いて、蛍光顕微鏡

（Axioscope2; Zeiss）を用いて、1株ずつ LCIB-Cloverの蛍光観察を行った。このと

き、蛍光観察はクラミドモナスのクロロフィル蛍光をカットできるフィルターセット

（Exciter D395/40, dichroic 425DCLP, emitter D510/40; Chroma Technology）を使用した。

LCIB-Cloverがピレノイド周囲に集合せず、葉緑体全体に分散する変異株を選抜した。 

 

Thermal asymmetric interlaced (TAIL)-PCR 

 aadAカセットが挿入する flanking領域の下流側を増幅するため、aadA遺伝子配列に

特異的なプライマーを用いて、1st PCR と 2nd PCR を行った。縮重プライマーとして、

A3、A5、A6ランダムプライマーを用いた。TAIL-PCRで用いたプライマー配列は表 3-

2に示す。（Liu et al., 1995; Liu and Whittier 1995）。 

 

挿入変異株 4-D1の相補株の作出 

 ISA1-CrmCHERRY-3×FLAG発現プラスミド（pTMZ1-ISA1）を作製するために、以下

のクローニングを行った。プラスミドの形質転換は大腸菌 DH5αコンピテントセルを

用いた。クラミドモナス様に構築された発現ベクターpMO520（Onishi and Pringle, 2016）

から aphVIII領域を欠失させるために、PrimeSTAR Max DNA Polymerase （タカラバイ

オ）および aphVIII-deletion-F1/aphVIII-deletion-R1プライマーセットを用いた inverse PCR

を行い、pMO520-aphVIII-delプラスミドを取得した。次に、Bleの遺伝子配列を、pSP124S

プラスミド（Lumbreras et al., 1998）を鋳型として、PrimeSTAR GXLと ble-fusion-F1/ble-

fusion-R1プライマーセットを用いて PCR増幅を行った。PCR産物を精製し、pMO520-

aphVIII-delプラスミドを PciI制限酵素処理した断片を、SLiCE法（Motohashi, 2015）に

より連結し、pTMZ1 プラスミドを取得した。次に、当研究室が維持するゲノムライブ

ラリーのフォスミドクローン（009-B12）を鋳型として、KOD FX Neo（TOYOBO）と
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ISA1-fusion-F1/ISA1-fusion-R2 プライマーセットを用いて、ISA1 のゲノム領域を増幅し

た。最後に、ISA1ゲノムの PCR断片を、SLiCE法により pTMZ1を HpaI制限酵素処理

した断片と連結し、pTMZ1-ISA1プラスミドを取得した。pTMZ1-ISA1プラスミドを上

記に述べたエレクトロポレーション法によって 4-D1株へ形質転換し、10 µgmL–1ゼオシ

ンを含む TAPプレートで形質転換体を選抜した。 

 

クロロフィル濃度ならびにタンパク質の定量法 

 クラミドモナスの細胞溶液を遠心分離（4°C, 17,000×g, 1分）により回収し、95 % エ

タノール溶液に懸濁して 10 秒間ボルテックスし、クロロフィルを抽出した。再び遠心

分離（4°C, 17,000×g, 1分）した溶液の上清画分の 665 nmと 649 nmの吸光度を測定し、

以下の計算式（Wintermans and de Mot, 1965）に従ってクロロフィル濃度を定量した。 
 

クロロフィル濃度（µg Chl mL-1）= 6.1×A665 + 20.04×A649 
 
 クラミドモナス細胞を遠心分離（4°C, 800×g, 5分）により回収し、Complete protease 

inhibitor cocktail（Roche）を含む PBS buffer（137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 

2 mM KH2PO, pH7.4）に懸濁した。タンパク質の抽出方法は、可溶性タンパク質である

LCIB と LCIC は可溶性画分を抽出し、それ以外のタンパク質は全タンパク質を抽出し

て泳動に用いた。 

 可溶性画分の抽出および定量は、以下の方法に従った。ハンディソニケーター（UR-

20P; TOMY）を用いて超音波処理を行い、氷上で細胞を破砕した。遠心分離（4°C, 

17,000×g, 20分）により細胞残渣を除去し、上清を可溶性タンパク質画分とした。タン

パク質の濃度はウシ血清アルブミン（Bovine serum albumin: BSA）を基準とした Brad-

ford法により測定した。粉砕した細胞に 2×SDS Gel-loadingバッファー（50 mM Tris-HCl

（pH 8.0）, 25% グリセロール（v/v）, 2% SDS (w/v), 0.1% BPB）、100 mM DTTを加え、

65°Cで 10分インキュベートし、BSA 10 µgに相当するタンパク質量を泳動に使用した。 

 全タンパク質の抽出および定量は、以下の方法に従った。細胞を破砕する前に、細胞

溶液のクロロフィル濃度を測定した。超音波処理により細胞を破砕し、2×SDS Gel-

loadingバッファー（50 mM Tris-HCl（pH 8.0）、25% グリセロール（v/v）、2% SDS (w/v)、

0.1% BPB）、100 mM DTTを加え、37°Cで 30分インキュベートした。遠心（17,000×g, 
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3分）により細胞残渣を除去し、上清をサンプルとした。クロロフィル量 1 µg分（HLA3

検出時のみ 2 µg分）を泳動した。 

 

ウェスタンブロッティング 

 タンパク質のブロッティング操作は、Wang et al., 2016に従った。一次抗体は以下の

希釈率で PBS-Tに希釈した。rabbit anti-LCIB: 5,000倍希釈、rabbit anti-LCIC: 10,000倍

希釈、rabbit anti-LCIA: 5,000倍希釈、rabbit anti-HLA3: 1,000倍希釈、rabbit anti-Histone 

H3: 20,000 倍希釈、mouse anti-FLAG: 10,000 倍希釈、rabbit anti-RbcL: 10,000 倍希釈、

chicken anti-LCI5: 2,000倍希釈。二次抗体については、以下の希釈率で PBS-Tに希釈し

た。Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, HRP-conjugate（Life Technologies）: 10,000倍希釈、

goat anti-mouse IgG antibody（Life Technologies）: 10,000倍希釈、goat anti-chicken IgY-HRP

（Santa Cruz Biotechnology）: 5,000倍希釈。二次抗体反応後、PBS-Tで 4回洗浄した後、

Luminata Crescendo Western HRP Substrate（MILLIPORE）を PVDF膜に滴下して 1分置

き、発光を ImageQuant LAS-4010（GE-healthcare）を用いて検出した。 

 

共焦点レーザー顕微鏡を用いた高解像蛍光観察 

 超高感度 HyD 検出器を備えた共焦点レーザー顕微鏡 TCS SP8（Leica）を用いて、

LCIB-Clover蛍光シグナルを観察した。高解像度の画像を取得するため、取得した蛍光

画像を Huygens Essential ソフトウェア（Scientific Volume Imaging B.V.）と組み合わせた

Huygensデコンボリューションを実行した（Yamano et al., 2018）。LCIB-Cloverの局在観

察は、励起波長 488 nm、蛍光波長 500-530 nm、レーザーパワー0.5%、gain 80%で検出し

た。Huygensデコンボリューションを実行するため、共焦点顕微鏡の設定は、対物レン

ズは 63倍、ピンホールサイズは 0.6 Airy units、z-stackのスキャン間隔は 150 nm、ピク

セルサイズは 50 nm以下、スキャン速度は 200 Hzで行なった。Huygens Essential ソフ

トウェアの設定は、Classic maximum likelihood estimation（CMLE）のアルゴリズムで、

Maximum iterationsは 100回、Signal-to-noise比（S/N比）は 20、Quality criterionは 0.05

で行なった。 
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LCIB-Clover局在パターンの定量化 

 LCIB の局在パターンを定量化するため、葉緑体内における LCIB-Clover 蛍光シグナ

ルの蛍光強度の変動係数（coefficient of variation: CV値）を算出した（Nitta et al., 2018）。

CV値は以下の式で求められる。 
 

CV値 = 標準偏差（σ）/ 平均値（µ） 
 
クロロフィル自家蛍光像および LCIB-Clover蛍光シグナル像を用いて、ImageJ（Fiji）で

ピクセル当たりの LCIB-Clover蛍光強度の σおよび µを解析した。具体的には、まずク

ロロフィル自家蛍光像において、ピレノイドを除いた葉緑体の範囲を region of interest

（ROI）に定義し、LCIB-Clover蛍光シグナル像にエクスポートした。ROIにおける LCIB-

Clover蛍光強度の σおよび µを解析し、CV値を算出した。LCIB-Clover蛍光強度の CV

値の統計解析には、GraphPad Prism8 ソフトウェア上で、ノンパラメトリックな統計手

法である Kruskal-Wallis法を用いて一元配置分散分析を行った後、Dunn法による多重比

較検定を行った。 

 

デンプンのヨウ素染色および定量解析 

 デンプンの蓄積を視覚的に確認するために、Posewitz et al., 2004のヨウ素染色の方法

を改良し、デンプンの蓄積レベルを定性した。5 mLの TAP培地で前培養を行い、0.04% 

CO2通気条件に移してから 24 時間後の細胞溶液（OD730=0.6–1.0）を遠心により回収し

（600×g, 5 分）、95%（v/v）のエタノールを加えボルテックスし、クロロフィルの脱色

を行った。脱色後の細胞を回収し（22,100×g, 5分）、細胞のペレットに 3 mLの水を加え

た。細胞内のデンプンを抽出・可溶化するため、オートクレーブにより 121°C、1分間

加熱した。オートクレーブ後は、氷上で冷却し、10 µLのヨウ素液（0.05 M; Wako）を

添加した。 

 細胞内のデンプン蓄積レベルは Total Starch Assay Kit（AA/AMG; Megazyme）を用い

て定量した。細胞溶液 45 mLを遠心により回収し（600×g, 5分）、95% エタノール１mL

を添加・懸濁した。キャップ付きチューブに全量移し、製品プロトコルに従った。酵素

活性の測定は、Power Scan 4（DS pharma biomedical）により 510 nmの吸光度を測定し、

以下の計算式に従ってデンプン量を算出した。 
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デンプン量（mg）=（OD510 sample − OD510 blank）×100/OD510 Glu×1.21/0.1×1/1000×162/180 

 
デンプン定量の前に、粒子計数分析装置 CDA-1000（シスメックス）により、細胞溶液

中の細胞体積を測定した。求めたデンプン量（µg）を細胞体積（mm–3）で除することで、

細胞体積当たりのデンプン量に換算した。 

 

培地中の溶存無機炭素濃度の測定 

 培地中の溶存無機炭素濃度の測定は、Birmingham and Colman, 1979に従った。測定

値のキャリブレーションには超純水および 200 µM Na2CO3 標準溶液を使用した。クロ

マトパックレコーダー（島津製作所）の測定パラメーターは、WIDTH 5、MIN.AREA 10、

SPEED 10、ATTEN 2に設定した。細胞を含む培地中の無機炭素濃度を測定する場合、

細胞溶液 1 mLを 1.5 mLチューブに移して遠心により回収し（17,000×g, 1分）、上清を

新しい 1.5 mLチューブに移した。次に、メタナイザー（MTN-1; 島津製作所）が備わっ

たガスクロマトグラフィ（GC-8A; 島津製作所）に上清を、10 µLずつ 5回インジェク

トした。CO2濃度は以下のヘンダーソン・ハッセルバルヒの式により算出した（図 2-3）。 
 

pH = pKa + log10([HCO3
－]/[CO2]) 

 
炭酸の第一段階目の解離定数 pKa = 6.35を式に代入すると、pH 7.0条件での HCO3

–/CO2

比は 4.47となる。このようにして、各 pHにおける Ci、HCO3
–および CO2濃度を算出し

た。 

 

透過型電子顕微鏡（TEM） 

 クラミドモナス細胞は、化学固定法によって固定した。観察に用いる細胞を 5 mLの

TAP培地で前培養を行い、0.04% CO2通気条件に移してから 24時間後の細胞（OD730=0.6–

1.0）を回収した。細胞固定液（0.1M リン酸バッファー, 4%パラホルムアルデヒド, 2% 

グルタルアルデヒド）は、0.2 M リン酸バッファーを 25 mL、12%（w/v）パラフォルム

アルデヒド水溶液を 16.6 mL、25%（w/v）グルタルアルデヒドを 4 mL、滅菌水を 4.4 mL

を混合して調整した。細胞溶液を遠心により回収し（600g, 5分)、ペレットに 4.5 mLの

細胞固定液を加えて懸濁し、氷上で 4時間静置した。このとき、1時間おきに、軽く振
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り混ぜた。2 mLのチューブ 3本に分注して遠心後（12,500×g, 3分）、上清を除去し、0.1 

M リン酸バッファーで 2回ウォッシュした。最後に 0.1 M リン酸バッファーを 60 µL

添加し、ペレットを崩して、一つのチューブにまとめて氷上に置いた。 

 低融点アガロースの SeaPlaque™ アガロース（ロンザジャパン）を 70°Cで溶かして、

45°Cで溶かしておいた。0.4 mLのマイクロチューブ（QSP）に細胞溶液を 50 µL入れ、

その上から溶かしたアガロースを 200 µL入れ、遠心した（12,500×g, 35秒間）。チュー

ブの底の先端を切断し、細胞密度が高い寒天部分を取得した。2 mm程度の寒天に包埋

した細胞は、細胞固定液 1 mLを含む 2 mLチューブに移して、4°Cで一晩保存した。そ

の後、0.1 M リン酸バッファーで 2回ウォッシュし、室温で 3時間、細胞の後固定液反

応（0.1 M リン酸バッファー+1%（w/v）四酸化オスミウム）を行った。再び 0.1 M リ

ン酸バッファーで 2回ウォッシュし、30%、50%、60%、70%、80%、90%、99%、100%

のエタノールに 20 分ずつ反応させ、段階的に脱水した。その後、酸化プロピレン（ナ

カライ）に浸漬し、酸化プロピレン：LUVEAK-812（Nacalai Tesque）を 3:1、1:1、1:3の

3段階でそれぞれ 90分間反応させた後、エポキシ樹脂（Epon 812 resin）に包埋した（5°C

一晩後, 60°C 二晩）。透過型電子顕微鏡（TEM）で観察する超薄切片は、ウルトラミク

ロトーム EM UC6（ライカ）を使用して作製した。超薄切片を酢酸ウラニルおよびクエ

ン酸鉛で染色し、透過型電子顕微鏡 H-7650（Hitachi）を使用し、倍率 12,000倍で観察

した。 

 

デンプン鞘の面積の算出 

 ピレノイド周囲のデンプン鞘の面積は ImageJ（Fiji）を用いて算出した。電子顕微鏡

画像を二値化し、デンプン鞘部分を黒色で示した。デンプン鞘を Area Selection Toolに

よって縁取り、黒色領域の面積を算出した。 

 

酸素電極を用いた酸素発生速度測定 

 MOPSP 培地へ 5% CO2および 0.04% CO2を通気して培養したクラミドモナス細胞を

遠心により回収し（600×g, 5分, 25°C）、測定する細胞のクロロフィル量が 10 µgから 12 

µgになるよう、50 mM HEPESバッファー（pH 7.8）または 50 mM MESバッファー（pH 

6.2）に懸濁した。HEPESバッファーおよびMESバッファーは、あらかじめ加熱しなが



� 
��

ら N2ガスを通気して CO2と O2を脱気したものを用いた。1.5 mL の細胞懸濁液をクラ

ークタイプ酸素電極（Hansatech Instruments）に入れ、350 µmol photons m-2 s-1の白色光を

照射しながら 14分間 N2ガスを通気し、細胞懸濁液中の溶存無機炭素を枯渇させた。そ

の後、750 µmol photons m–2 s–1の白色光を照射しながら NaHCO3
–溶液を 10 µMから 10 

mM まで 30 秒ごとに段階的に添加し、酸素発生速度を酸素電極により測定した。酸素

発生量はレコーダーLR4220（Yokogawa）を用いて記録した。この結果から、最大酸素

発生速度（Vmax）及び Vmaxの半分の速度を示す溶存 Ci濃度 K0.5（Ci）を算出した。 

 

スポットテストによる生育判定 

 MOPSP 培地に 5% CO2通気で培養したクラミドモナス細胞を、OD730が 0.30、
0.15、0.07になるように調整し、MOPSP寒天培地へ 3 µLずつスポットした。細胞
をスポットした寒天培地を、5% CO2、0.04% CO2、0.01% CO2を通気したチャンバ
ーに入れ、3日後以降、1日ごとに写真を撮りながら 4~6日間培養した。このと
き、120 µmol photons m–2 s–1の光強度で培養した。 

 

クラミドモナス細胞からの全 RNA抽出法 

 クラミドモナス細胞溶液 50 mLを遠心により回収し（600×g, 5分）、TEバッファーを

200 µL添加して懸濁した。液体窒素に細胞懸濁液を滴下して凍結させ、–80°Cで保存し

た。4°Cで冷やした乳鉢と乳棒を用いて細胞を破砕した。抽出 RNAヲ DNase I処理し、

さらに RNeasy Plant Mini kit（QIAGEN）を用いて製品プロトコルに従い精製した。 

 

qRT-PCRによる遺伝子発現量 

 5 µgの精製 RNAを鋳型に、SuperScript™ IV Reverse Transcriptase（Thermo Fisher）を
用いた逆転写により、cDNAを合成した。RNA/DNAハイブリッド二本鎖を変性させる
ため、96°C、5 分間で反応を行い、氷上で急冷した後、RNaseA を添加した（反応時の
濃度：10 µg/mL）。cDNA は DNA 精製して使用した。精製した cDNA 2 µg 分と TB 

Green® Premix Ex Taq™ GC (Perfect Real Time; タカラバイオ）を混ぜて、CFX96 real-time 

system C1000 Touch thermal cycler（BIO-RAD）を用いてリアルタイム PCRを行なった。
本研究で用いたプライマー配列は表 3-2に示した。 

  



� 
��

表 3-2. 本論文で使用したプライマー配列 

Primer name Sequence (5' to 3' direction) 

LCIB-F2 GACCATGGGCGTTGATGACTTC 
LCIB-R3 AGCTAGCTCTCACCACCCCATAC 

DP-1 GAGGAGTTCGTGCACTACGTCAAGG 

DP-2 GAAGGTCGTGGGCAGTATCTAGACG 

UP-1 GTTTCCAGCAGGTCGTTGATGAGAG 

UP-2 GTCACGAGCAGGTCGATGTCC 

A3 WGTGNAGWANCANAGA 

A5 AGWGNAGWANCAWAGG 

A6 STTGNTASTNCTNTGC 

F6 AGAGGGTGAAAGAAAGGGGGTTTAC 

R6 AGTCCTGTCACATCTACAAATCTTGACAAC 

aadA-ATG-less-F GCTCGGGAGGCCGTGATTGCGGAGGTCT 

pHyg-R2 TCAGCACTTGAGAGCAGTATCTTCCAT 

aphVIII-deletion-F1 ACGGAGCGATGCTATCAAGGCCTTGG 

aphVIII-deletion-R1 ATAGCATCGCTCCGTGTAAATGGAG 

ble-fusion-F1 GGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGCCAGAAGGAGCGCAGCC 

ble-fusion-R1 TTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTGCTTCAAATACGCCCAGC 

ISA1-fusion-F1 TTGCAGGAGATTCGAGGTTCTTCTGCAAGCCCCTGGCCT 

ISA1-fusion-R2 CCTCGCCCTTGGACACCATCTTGATCATGCTTGTGGCGG 

HLA3-qF2 GTGCAGCAGACCATCAAGAA 

HLA3-qR2 GACCAGCTTGGAGAACATGG 

LCIA-qF2 TCTCCGTGGGAGGCAACATC 

LCIA-qR2 ACAGACCCACGGGGAACACC  

CblpF AGGTCTGGAACCTGACCAACT 

CblpR AAGCACAGGCAGTGGATGA 

ISA1-qF2 GTGGCAGCTGTCGTCTCTG 

ISA1-qR2 CTTCCTCAGCGCCTCGTT 
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